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41.0 RIASSUNTO
L’accumulo di danni molecolari e cellulari, indotto dalle specie reattive dell’ossigeno, è 
attualmente noto essere coinvolto nell’attivazione e nella progressione di diversi processi 
biologici e patologici, compresi: invecchiamento cellulare, patologie neurodegenerative, 
quali la malattia d’Alzheimer ed il Parkinson, e di patologie croniche quale quelle 
cardiovascolari, l’insulino-resistenza e non ultimo il diabete. Proprio per quest’ultima 
patologia le evidenze del coinvolgimento del danno ossidativo in vari tessuti e’ stato 
considerato non solo come fattore eziologico ma anche come fattore chiave per la sua 
progressione. E’ stato inoltre osservato che molti processi degenerativi possono essere 
prevenuti attraverso trattamenti con scavengers dei radicali liberi e con antiossidanti 
esogeni.
Nella ricerca di trattamenti sempre più’ mirati e in grado di agire da fattori terapeutici, in 
questo lavoro di tesi abbiamo analizzato le capacita’ antiossidanti di due prodotti naturali; 
l’ergotioneina (EGT), sostanza naturale, sintetizzata da batteri del terreno sui substrati 
fungini, e l’estratto fermentato di papaia (FPP). In dettaglio, lo scopo di questa tesi e’ stato 
di verificare gli effetti dell’EGT e dell’FPP nella prevenzione degli effetti fisiologici indotti 
da danno ossidativo in un modello cellulare neurale in vitro di feocromocitoma di ratto 
(PC12) ed in un modello murino di fibroblasti di topo (C2C12).
La prima fase ha interessato lo studio dell'attività’ antiossidante dei composti selezionati 
considerando la loro capacita’ di antagonizzare l’ossidazione dell’acido α-cheto-γ-
metilbutirrico del radicale idrossile, del perossile e del perossinitrato. I risultati sono 
espressi in Total Oxyradical Scavenging Capacity (TOSC). L’EGT ha mostrato di essere il 
piu’ attivo antiossidante analizzato se confrontato con il GSH, l’acido urico e il Trolox, un 
5analogo della vitamina E. In dettaglio, l’EGT ha mostrato di avere la capacita’ antiossidante 
più’ alta verso il radicale perossile, mostrando un valore del 25% più’ alto rispetto 
all’antiossidante di riferimento per questo radicale. La capacita’ di scavenger verso il 
radicale idrossile ha mostrato un valore del 60% più’ alto rispetto all’acido urico. Per quel 
che riguarda la capacita’ di ridurre il radicale perossinitrato, anche in questo caso l’EGT si 
e’ dimostrato essere il più’ efficace. Analizzando l’effetto dell’FPP sulla capacita’ di ridurre 
il radicale perossile, idrossile e perossinitrato il quadro generale e’ risultato molto diverso. 
L’FPP infatti ha mostrato una elevata capacita’ di ridurre solo il radicale ossidrile, con un 
valore del 120% superiore all’antiossidante di riferimento, dimostrandosi un antiossidante 
più’ specifico.
Passando successivamente all’analisi degli effetti dell’EGT e dell’FPP nei vari modelli 
cellulari, il primo passo e’ stato quello di analizzare l’effetto inibitorio nei confronti della 
citotossicita’ indotta dall’H2O2 nella linea cellulare PC12 e del PA, tramite il saggio 
dell’MTT, per le C2C12. Entrambe i pre-trattamenti con EGT e FPP sono stati in grado di 
ridurre l’effetto citotossico indotto dall’ossidante scelto ed in modo concentrazione-
dipendente. I dati ottenuti con i saggi di vitalità’ cellulare hanno avuto perfetta correlazione 
con i risultati ottenuti analizzando le potenzialità’ di inibire il danno al DNA. Il saggio della 
Cometa, valutando in modo quantitativo i tagli a singolo e doppio filamento, ha evidenziato 
che sia per l’EGT che per l’FPP e’ presente una tendenza alla riduzione del danno primario 
al DNA, che pero’ e’ risultato statisticamente significativo (P<0.001) solo per l’EGT.
Per poter avere maggiori informazioni sul meccanismo di protezione dal danno citotossico 
abbiamo analizzato la possibile modulazione indotta ad alcune protein-chinasi intracellulari 
(MAPKs). Quello che e’ stato evidenziato e’ che, in presenza di danno ossidativo indotto da 
H2O2, l’EGT si comporta da inibitore della fosforilazione di p38 e da attivatore della 
fosforilazione di Akt, mentre nessun effetto e’ stato osservato per ERK1/2. In queste 
6condizioni e’ plausibile quindi che l’EGT giochi un ruolo protettivo nella citotossicita; 
indotta da agenti ossidanti attivando meccanismi molecolari intracellualari in cui p38 e’ 
fattore determinante. Per la modulazione a carico dell’FPP, sulle MAPKs, quello che e’ stato 
possibile osservare e’ che tale sostanza, anche se in modo meno evidente che per l’EGT, e’ 
anch’essa capace di agire come modulatore di eventi di de/fosforilazione ma solo a carico di 
Akt. Nessun effetto significativo e’ stato invece osservato a carico di p38 e ERK1/2. Avendo 
presenti gli interessanti risultati ottenuti con l’EGT il passo successivo e’ stato quello di 
investigare in vitro il suo effetto protettivo/antiossidante in un modello di fibroblasti murini 
(C2C12) sotto l’azione ossidante dell’acido palmitico (PA). Le cellule sono state incubate a 
diverse concentrazioni di PA (PA; 250, 500, 750 e 1000 µM) per 24 h preceduta da 24 h di 
pre-trattamento con EGT. Tramite tale protocollo sperimentale abbiamo analizzato come 
endpoints cellulari, la citotossicita’ cellulare (saggio MTT), la modulazione di alcune 
protein-chinasi intracellulari (MAPKs) (Western blot) e l’effetto trascrizionale e 
traduzionale per il gene pro-infiammatorio IL-6. I risultati dell’effetto protettivo nei 
confronti della citotossicita’ indotta da PA hanno mostrato un evidente recupero, 
statisticamente significativo, sia per la vitalità’ che per la morfologia cellulare, ad entrambe 
le concentrazioni di EGT analizzate (500 e 1000 µM); dati in perfetta correlazione con 
quelli ottenuti con il modello cellulare PC12. Per quel che riguarda la modulazione delle 
MAPKs analizzate, anche per le C2C12, l’EGT si e’ “comportata” come inibitore specifico 
di p38 e Akt. Infine per la parte relativa all’IL-6, l’EGT ha agito da sostanza anti-
infiammtoria inducendo un decremento, statisticamente significativo, della regolazione del 
gene analizzato sia a livello trascrizionale che traduzionale.
In conclusione i risultati ottenuti in questo lavoro di tesi, seppur parziali, suggeriscono che 
(i) l’EGT e l’FPP svolgono un ruolo protettivo nei confronti della citotossicita’ indotta dagli 
7agenti pro-ossidanti scelti (H2O2 e PA), (ii) che tale effetto implica la regolazione delle 
protein-chinasi intracellulari e che (iii) l’EGT e’ in grado di agire da sostanza 
antiinfiammatoria almeno nel modello cellulare analizzato.
82.0 ABSTRACT
The accumulation of molecular and cellular damage, induce by the formation of reactive 
oxygen specie, is actually been implicated in the onset and progression of a wide range of 
biological and physiological processes such as: Alzheimer and Parkinson disease, chronic 
disorders like cardiovascular diseases, insulin resistance and last but not least  diabetes. 
Moreover for this latter one, evidences of oxidative-induced damage in various tissues and 
organs as been defined as a key factor for it onset and progression. As been also widely 
documented that many degenerative processes can be prevented by treatments with free 
radical scavengers and exogenous antioxidants. This has led to the hypothesis that natural 
product with antioxidant properties could trigger this goal. In search of more effective 
treatment we have tested the capacity of two natural products Ergothioneine (EGT), a 
natural occurring compound, synthesized by soil bacteria in fungal substrates, and fermeted 
papaya preparation (FPP)., to exhibit antioxidant functions in many cells models. The aim 
of this study  was to assess the effect of EGT and FPP in the prevention of oxidative-induced 
cell death and oxidative damage on a model of neural cell derived from rat 
pheocromocytoma, the PC12 and the C2C12, a murine endothelial fibroblast cell model.
First aim of the study  was to measure the antioxidant activity of EGT and FPP as its ability 
to antagonize the oxidation of α-keto-γ-methiolbutyric acid by hydroxyl radical, peroxyl 
radicals and peroxynitrite. The results are expressed as Total Oxyradical Scavenging 
Capacity  (TOSC) units. EGT was the most active scavenger of free radicals as compared to 
classic antioxidants as GSH, uric acid and trolox. In particular, the highest antioxidant 
capacity exhibited by  EGT vs. peroxyl radicals resulted 25% higher than the value obtained 
with the reference antioxidant trolox. The scavenging capacity  of EGT towards hydroxyl 
9radicals was 60% higher, as compared to uric acid, which represent the reference 
antioxidant vs. OH·. Finally, EGT showed the highest antioxidant activity also towards 
peroxynitrite, with a scavenging capacity 10% higher than that of uric acid. For FPP the 
TOSC data shows that the scavenging of free radicals as compared to classic antioxidants as 
GSH, uric acid and trolox was more specific than the results obtained for EGT. In fact the 
scavenging capacity of FPP was targeted preferentially towards hydroxyl radicals which 
show a value of was approximately 120% higher, as compared to reference antioxidant.
Going than to the in vitro cellular model the ability of EGT and FPP to rescue an oxidative-
index cell death were tested by the MTT. In PC12 the H2O2 insult was challenged with 
increasing concentration of antioxidant using different incubation periods. Both the pre-
treatments EGT or FPP resulted in increased cell viability  compared to the oxidative-
insulted cell batch. This correlated with a decrease in DNA damage as visualized by the 
Comet assay. Moreover protein analysis reveals that in the presence H2O2, EGT acts as a 
p38-MAPK and Akt specific inhibitor. In such conditions EGT may play  a protective role in 
rescuing cells form stress-induced apoptosis, likely by activating an intracellular antioxidant 
pathway involving p38 MAPK genes cascade. FPP, instead, is likely acting more at the 
antioxidant level and the MAPKs modulation is less evident is compared with EGT.
Moreover, looking at the PC12 results, the analysis of the antioxidant properties of EGT was 
also investigated in C2C12 cells model on FFA-induced oxidative damage. Cells were 
incubated in the presence of palmitic acid (PA; 250, 500, 750 and 1000 µM), added as 
known pro-oxidant compound, pre-treatment with EGT. C2C12 cells were assessed for cell 
viability by  MTT assay and MAP-kinase expression by Western Blot. Pre-treatment with 
EGT resulted in greater cell viability at each PA concentration. In response to PA exposure, 
p38 and JNK activity increased significantly while EGT prevented such activation. 
Moreover the analysis of the IL-6 production, both at  a transcriptional and translational 
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level, reveal that EGT is also able to exert anti-inflammatory action inhibiting the PA IL-6 
modulation.
In conclusion, taken together, these results, alt-ought partials, suggest that: (i). EGT and 
FPP has a protective role in the cytotoxicity  induced by the pro-oxidant molecules chosen 
for this study  (H2O2 e PA), (ii) that this effect is triggered by the reduced activity of MAPKs 
cascade having also (iii) for EGT the anti-inflammatory action on the IL-6 modulation, at 
least for the cellular model used for this analysis.
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3.0 ABBREVIAZIONI
ABTS   2,2-azino-di-3-ethylbenzthiazoline
AD   Alzheimer’s disease
ADP   Adenosina Bifosfato
AGEs   Advanced Glycation End products (prodotti terminali di glicazione 
   avanzata)
Akt   Serina/Treonina chinasi
AP-1   Activator Protein-1 (attivatore proteico 1)
APS   Ammonio Persolfato
AT II   Angiotensina II
a-TOH   a -tocoferolo
ATP   Adenosina Trifosfato
BSA   Bovine Serum Albumine (albumina di siero bovino)
C2C12   fibroblasti murini
Ca2+   Ione Calcio
CaCl2   Cloruro di Calcio
CH3OH   Metanolo
CO2   Biossido di Carbonio
Da   Dalton
DAG   Diacilglicerolo
DHAP   Diidrossi-Aceton-Fosfato
DMSO   Dimetilsulfossido
DNA   Acido Desossiribonucleico
DTT    Ditiotreitolo
EDTA   Acido Etilen Diammino tetra Acetico
EGT    ergotioneina
EGTA   Ethylene Glicol-bis (β-aminoethyl ether) N,N,N’,N’-tetra Acetic Acid
ERK1/2  Extracellular Regulated Kinase (serina/treonina chinasi regolate da 
   segnali extracellulari)
EtOH   Etanolo
FBS   siero fetale di bovino
FHS   siero fetale di cavallo
FPP   Estratto fermentato di papaia
GAPDH  Gliceraldeide-3 Fosfato Deidrogenasi
GLUT-1  Glucotrasportatore-1
GPx   glutatione perossidasi
GSH   glutatione
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GSH   Glutatione ridotto
H2O2   Acqua Ossigenata
Ins   Insulina
IR   Insulin-Receptor (recettore per l’insulina)
IRS-1   Insulin Receptor Substrate-1 (substrato 1 del recettore per l’insulina)
JNK/SAPK  cJun- NH2- terminal kinase/Stress Activated Protein-Kinase (chinasi 
   c-jun ammino-terminale/ chinasi attivata da fattori di stress)
KCl   Cloruro di Potassio
KH2PO4  Fosfato di Potassio Dibasico
LDL   lipoproteine ad bassa densità
MAPKs  Mitogen Activated Protein Kinases (protein-chinasi attivate dai 
   mitogeni)
Mg2+   Ione Magnesio 
MTT    3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2, 5-diphenyltetrazolium bromide
Na2HPO4  Fosfato Monoacido di Sodio
NaCl   Cloruro di Sodio
NaF   Fluoruro di Sodio
NaPP:   Sodio Pirofosfato
NF-kB:   Nuclear Factor-kB (fattore di trascrizione nucleare)
NIDDM:  Non Insulin-Dependent Diabetes Mellitus (diabete mellito non 
insulino-  dipendente)
NO   ossido nitrico
NO:   Nitric Oxide (ossido di azoto o ossido nitrico)
NP40:   Nonidet P-40
O.D.:   Densità Ottica
O2-:   Ione Superossido
O2:   Ossigeno Molecolare
ONOO-:  Perossinitrito (forma radicalica dell’ossido nitrico) 
P/S   penicillina / streptomicina
p-Ac:   Anticorpo fosforilato
PBS:   Tampone Fosfato Salino
PC12   feocromocitoma di ratto 12
PD   sindrome di parkinson
PI3k:   Phosphatydylinositol 3-kinase (fosfatidilinositolo 3 chinasi)
PKC:   Protein Kinase C (protein chinasi C)
PMSF:   Fenil Metan Sulfonil Fluoruro
PMSF   phenylmethylsulfonylfluoride
pTyr:   Fosfotirosina
RAGE:   Receptor Advanced Glycation End products (recettore dei prodotti terminali 
   di glicazione avanzata)
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RNS   specie reattive dell’azoto
ROS   specie reattive dell’ossigeno
SD:   Standard Deviation (deviazione standard)
SDS:   Sodio Dodecil Solfato
Ser 473:  Serina 473
T/E:   Tripsina/EDTA
TBE:   Tampone Tris-Borato-EDTA
TBST:   Tampone Salino Tris e Tween 20
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4.0 INTRODUZIONE
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4.1 Attivazione dell’ossigeno
Uno dei paradossi della vita in questo pianeta, è, che la molecola che sostiene la vita 
aerobica, l’ossigeno, non è solo fonte essenziale per il metabolismo e la respirazione, ma è 
anche implicato, tramite la produzione di specie reattive, in molte malattie e condizioni 
degenerative. Infatti è proprio il coinvolgimento di forme parzialmente ridotte dell’ossigeno 
l’elemento comune in varie patologie nell’uomo come invecchiamento, malattie 
cardiovascolari, cancro, e molte malattie degenerative tra cui l’insulino-resistenza ed il 
diabete.
La presa di coscienza della presenza delle specie reattive dell’ossigeno nei disordini e 
disfunzioni indotti da stress, è recente, e ciò è dovuto alla difficoltà di individuare e 
rintracciare le molte forme e i vari intermedi che l’ossigeno può assumere, oltre all’estrema 
reattività e percentuale di reazioni chimiche in cui è coinvolto.
L’ossigeno atmosferico quando è nel suo stato fondamentale si distingue dagli altri gas 
perché è un diradicale, in altre parole ha due elettroni spaiati.
Questa caratteristica determina il fatto che l’ossigeno sia paramagnetico, cioè in grado di 
partecipare alle reazioni con molecole organiche a condizione che risulti attivato. Tale 
attivazione richiede però dei requisiti essendo i due elettroni spaiati a spin parallelo.
Secondo il principio di esclusione di Pauli, questo fatto preclude una riduzione con un 
riducente bivalente, a meno che anche questo non abbia due elettroni spaiati con spin 
parallelo opposto a quello dell’ossigeno. Dunque, normalmente l’ossigeno non è reattivo 
con le molecole organiche qualora abbia elettroni pari con spin opposto.
Questa restrizione sullo spin farebbe quindi pensare che la maggior parte dei meccanismi di 
riduzione dell’ossigeno nelle reazioni biochimiche richieda il trasferimento di un singolo 
elettrone (riduzione monovalente). Tornando alla forma biradicalica dell’ossigeno è 
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importante sottolineare che tale condizione è una tripletta (stato fondamentale) in quanto la 
situazione elettronica presenta spin parallelo. Se l’ossigeno tripletto assorbe sufficiente 
energia per invertire lo spin di uno degli elettroni spaiati, si formerà lo stato singoletto, 
situazione con la presenza di elettroni con spin opposto.
Quest’attivazione, superando la restrizione dello spin, rende l’ossigeno singoletto capace di 
partecipare a tutte quelle reazioni che richiedono il simultaneo trasferimento di due elettroni 
(riduzione bivalente). Dato che gli elettroni appaiati sono comuni nelle molecole organiche, 
l’ossigeno singoletto risulta quindi essere molto più reattivo verso le molecole organiche 
che nella sua conformazione elettronica in forma di tripletto
Il secondo meccanismo d’attivazione è il passaggio dalla forma elettronica dell’ossigeno 
ridotto monovalente, alla forma superossido (O2-), perossido d’idrogeno (H2O2), radicale 
idrossido (. OH) e alla fine acqua (H2O) (Fig. 1).
Ossigeno tripletto   .O-O.
Ossigeno singoletto   O-O:
Superossido    .O-O:
Radicale perossido   H: O-O: H
Radicale idrossido   H:O.
Acqua     H:O:H
Fig.1. Nomenclatura delle varie forme dell’ossigeno
Il superossido può agire come ossidante o come riducente, essendo capace di ossidare 
l’azoto, l’acido ascorbico oppure il NADPH; nonché riducendo il citocromo C e molti altri 
ioni metallo.
La reazione primaria di dismutasi per la formazione del perossido d’idrogeno ed ossigeno 
può avvenire spontaneamente oppure attraverso la catalizzazione dalla superossido 
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dismutasi. Nella forma protonata (pKa =4.8) il superossido forma il radicale peridrossido 
(.OOH) il quale è un potente antiossidante (Gebicki and Bielski,1981), ma il suo 
coinvolgimento biologico è improbabile data la sua bassa concentrazione a pH fisiologico. 
Molto spesso le riduzioni prodotte dall’ossigeno sono riferite biologicamente all’ossigeno 
come radicale libero, cioè’ un atomo oppure molecola con elettroni impari.
Numerosi enzimi coinvolti nella sintesi di complesse molecole organiche, quali la 
perossidasi, usano, in condizioni fisiologiche molecole radicaliche, come substrato nelle 
reazioni d’ossidazione. La reattività del perossido d’idrogeno non è pero’ intrinseca nella 
sua struttura, ma richiede la presenza di metalli, forti accettori di elettroni, per indurre la 
formazioni di radicali idrossido reattivi. Il perossido di idrogeno ad oggi risulta il più forte 
agente ossidante conosciuto essendo capace di reagire con molecole organiche limitandone 
il tasso di diffusione.
4.2 Reazioni biologiche dei radicali dell’ossigeno
Le reazioni tra l’ossigeno attivato ed i substrati organici sono molto complesse in condizioni 
di sperimentazione in vitro, ma passando ai sistemi biologici a causa delle proprietà 
chimico-fisiche delle membrane cellulari, delle caratteristiche elettriche e funzionali delle 
macromolecole ed alla compartimentazione degli enzimi e dei substrati, nonché della 
presenza di altri catalizzatori ne aumentano ulteriormente questa complessità’ con una 
intrinseca difficoltà’ nella comprensione dei processi correlati.
Tutta questa variabilità porta, inevitabilmente, all’esistenza di una moltitudine di reazioni 
legate all’ossigeno. La natura del danno ossidativo che causa morte cellulare, non risulta 
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essere quindi sempre ovvia. Il meccanismo mediante il quale i radicali dell’ossigeno 
danneggiano i lipidi di membrana sono ben noti: il danno ossidativo è attribuito quasi 
esclusivamente alle reazioni di perossidazione lipidica a carico delle superfici delle 
membrane cellulari.
In questa sezione saranno descritte alcuni dei principali effetti di ossidazione indotte dalle 
specie reattive dell’ossigeno a carico delle proteine, del DNA e dei lipidi.
4.3 Danno ossidativo alle proteine
I principali effetti delle reazioni di ossidazione proteica a livello fisiologico coinvolgono 
principalmente modificazioni amminoacidiche sito specifiche, frammentazione della catena 
peptidica, produzione di prodotti “cross-linked”, nonché alterata suscettibilità alla proteolisi. 
In un polipeptide, gli amminoacidi possono essere distinti, per l’attaco ossidativo delle 
specie resattive dell’ossigeno, in base proprio alla loro suscettibilità rispetto all’attacco 
stesso e le modificazioni differiscono anche in base al potenziale di reattività delle varie 
specie reattive dell’ossigeno (ROS). La suscettibilità cambia ovviamente in base alla 
struttura primaria, secondaria, e, terziaria delle proteine ma nonostante questa complessività 
è possibile fare delle generalizzazioni. Infatti aminoacidi contenenti zolfo, specificamente 
per la presenza di gruppi tiolici, risultano essere siti molto sensibili rispetto ad altri.
Le ROS possono reagire con protoni provenienti da residui di cisteina formando radicali 
tiilici che potrebbero successivamente reagire con altri radicali omologhi formando ponti 
disolfuro. In alternativa l’ossigeno ha la capacità di complessarsi con residui di metionina 
formando derivati del sulfossido di metionina. La riduzione di entrambi queste specie 
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ossidate può essere compiuta nei sistemi microbici tramite la tioredoxina- reduttasi (Farr 
and Kogama, 1991). La funzione della metionina-S-ossidoreduttasi è stata saggiata nei 
cloroplasti di pisello (Ferguson and Burke, 1992), e questo enzima ha ridotto il sulfossido di 
metionile, in presenza di tioredoxina, ripristinando il residuo metionile (Brot and Weissbach, 
1983). In alcuni casi quest’enzima ha ripristinato l’attività biologica della proteina bersaglio 
del danno ossidativo. Un esempio di attacco radicalico irreversibile è l’ossidazione dei 
centri ferro-zolfo da parte di anioni superossido (Gardner and Fridovich,1991). Alcuni 
amminoacidi subiscono delle modificazioni irreversibili quando la proteina è ossidata, un 
esempio e’ il triptofano che risulta essere rapidamente “cross-legato” dando la formazione di 
prodotti bitirosinici. In seguito ad ossidazione, inoltre, aminoacidi quali l’istidina, la lisina, 
la prolina, l’arginina e la serina possono formare gruppi carbonilici (Stadtman, 1998).
Un ulteriore passo avanti nella comprensione dei meccanismi di ossidazione a carico delle 
proteine è stata l’osservazione che tale fenomeno risulta accresciuto in presenza di cofattori 
metallici come il ferro. In questi casi il metallo risulta legato ad appositi siti di legame 
bivalenti sulla proteina, che reagendo con le ROS forma il radicale idrossile che 
rapidamente e’ in grado di ossidare un residuo aminoacidico su o vicino al sito di legame 
cationico (Stadtman, 1998).
L’ossidazione di specifici amminoacidi, inoltre, è uno dei meccanismi con cui una proteina 
viene marcata per essere proteolizzata (Stadtman, 1998) per cui tale meccanismo se non 
regolato fisiologicamente risulta sicuramente nocivo.
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4.4 Danno ossidativo al DNA
L’ossigeno attivato e gli agenti che generano ROS come, ad esempio le radiazioni 
ionizzanti, inducono numerose mutazioni a carico nel DNA causando delezioni, mutazioni 
ed altri effetti genetici letali. Lo studio e la caratterizzazione dei meccanismi molecolari che 
inducono questo tipo di danno, hanno dimostrato che sia lo zucchero (deossiribosio) che le 
basi azotate, sono siti potenzialmente ossidabili, con conseguente degradazione delle basi 
azotate, induzione di rotture a singolo filamento della catena di DNA e cross-linking proteici 
(Imlay and Linn, 1986). La degradazione delle basi azotate, conduce alla formazione di 
prodotti come la 8-idrossiguanina, l’idrossimetil urea, l’urea, il glicole di timida, timida ed 
adenina ad anello aperto e prodotti saturi.
La principale causa delle rotture a singolo filamento, è l’ossidazione della porzione 
glucidica ad opera del radicale idrossile. In vivo né il solo perossido di idrogeno né l’anione 
superossido, sono in grado di causare rotture a singolo filamento in condizioni fisiologiche, 
e, quindi la loro tossicità in vivo è più probabilmente il risultato della reazione di Fenton 
grazie alla presenza di un catalizzatore metallico. Se il metallo legato è ridotto da una 
piccola molecola diffusibile come NAD(P)+ o dal superossido, esso reagirà con il perossido 
di idrogeno dando la formazione di radicali idrossili (Imlay  and Linn, 1986). Il radicale 
idrossile, ossidando a sua volta uno zucchero od una base adiacente, induce in ultima analisi 
la rottura nella catena di DNA.
Il DNA è chiaramente un anello debole nella capacità della cellula di sopportare attacchi da 
radicali liberi. In primis, sembra che il DNA sia particolarmente efficace nel legare metalli 
che sono coinvolti nella reazione di Fenton e secondariamente, di tollerare una quantità di 
danno inferiore rispetto alle altre macromolecole biologiche. Come conseguenza di questa 
ridotta capacita’, la cellula possiede, a livello dei meccanismi molecolari nucleari, un gran 
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numero d’enzimi di riparazione. Una delle ragione per cui gli eucarioti hanno 
compartimentalizzato il DNA nel nucleo, lontano da cicli redox che sono ricchi in NAD(P) 
ed altri riducenti, può essere stata quella di ridurre il danno ossidativo.
4.5 Danno ossidativo ai lipidi
La perossidazione lipidica è stato dimostrato essere uno dei fattori chiave per l’insorgenza e/
o la progressione di molte patologie nell’uomo. Le reazioni delle ROS avvengono 
principalmente con gli acidi grassi, soprattutto polinsaturi, dei fosfolipidi di membrana. Il 
doppio strato lipidico come sappiamo è molto complesso, e tra i vari costituenti abbiamo 
fosfolipidi e glicolipidi. I fosfolipidi sono molecole anfipatiche costituite da una parte polare 
ed una parte apolare formata da residui acilici saturi ed insaturi dove, solitamente, avviene 
l’esterificazione con un acido grasso insaturo in posizione β. I legami carbonio-idrogeno di 
questi gruppi presentano una grande suscettibilità all’attacco dei radicali, dando cosi avvio 
alla reazione di perossidazione. Le reazioni di perossidazione differiscono tra gli acidi grassi 
a seconda della posizione e del numero di doppi legami nella catena acida a cui sono 
associati (Frankel, 1985).
Possiamo dividere il processo di perossidazione in tre fasi: iniziazione, propagazione e 
terminazione. Nell’esempio che riporteremo andremo a considerare l’acido linoleico, un 
acido grasso essenziale che si può assumere solo attraverso la dieta. L’acido linoleico è 
formato da un sistema di tre doppi legami in configurazione “ cis “ interrotti da due gruppi 
metilenici. In presenza di un qualsiasi radicale ( R. ), quest’ultimo e’ in grado di rimuovere 
un atomo di idrogeno dall’acido grasso formando così un radicale che andrà a condividere 
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un elettrone spaiato tra la posizione 9 e 13 (Fig. 2), formando due strutture di risonanza. 
Questi due radicali si andranno poi a riarrangiare formando quattro dieni coniugati, che 
successivamente reagendo con l’ossigeno molecolare saranno convertiti in quattro radicali 
perossilici. Nel caso del linoleato l’addizione sarà a livello del carbonio 9 oppure 13 (Fig. 2)
Il radicale perossido a questo punto andrà a sottrarre atomi di idrogeno da un secondo acido 
grasso formando un lipide idroperossido libero.
Quindi dal momento che un qualsiasi radicale inizia una reazione di perossidazione 
producendo un carbonio radicalico, quest’ultimo avrà la potenzialità di reagire con 
l’ossigeno allo stato fondamentale dando il via ad una reazione a catena.
Il radicale idrossile, per esempio, è estremamente reattivo, infatti anche a bassissime 
concentrazioni è capace di dare inizio ad una reazione di perossidazione. L’idroperossido 
( ROOH ) del lipide è invece instabile in presenza di ioni ferro od altri metalli catalitici ed 
e’ quindi capace di produrre principalmente radicali alcossilici:
ROOH + Fe2+ → OH- + RO. + Fe3
quindi, in presenza di ferro, le reazioni a catena non sono solo propagate ma anche 
amplificate.
La reazione può terminare se si ha la ricombinazione di due prodotti radicalici formando un 
prodotto non radicalico, oppure se interviene un antiossidante ad interrompere l’iniziazione 
e la propagazione nei vari ”step”.
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                           Fig. 2 Degradazione dell’acido linoleico
Le reazioni di perossidazione lipidica vengono terminate quando il carbonio od i radicali 
perossilici formano dei coniugati che non sono radicali.
L’ossigeno singoletto, per esempio, può’ reagire direttamente con gli acidi grassi 
producendo una serie di idroperossidi, differenti dai radicali idrossilici e, come gia’ 
accennato, la chimica di queste reazioni e’ pricipalmente prodotta e basata sulla chimica 
degli alimenti (Bradley and Minn, 1992).
4.6 Antiossidanti
Gli antiossidanti, sono un gruppo di sostanze che, quando presenti in basse concentrazioni, 
in relazione a substrati ossidabili, ritardano significativamente o inibiscono i processi 
ossidativi, venendo spesso loro stessi ossidati. Le applicazioni degli antiossidanti, sono 
molto diffuse nell'industria e sono utilizzate per prevenire le degradazione ossidativa dei 
polimeri, l ' indebolimento di sostanze plastiche e gommose, i carburanti 
dall'autoossidazione, la decolorazione di pigmenti sintetici e naturali e come addittivi per 
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cosmetici, nei cibi (specialmente cibi con un alto contenuto di grassi) nelle bevande e nei 
prodotti di panetteria. Recentemente un accresciuto interesse nell'applicazione degli 
antiossidanti nell'ambito della terapia medica e’ stato osservato ed e’ stato indotto dalla 
sempre maggiore letteratura scientifica in merito ad evidenze che correlano lo stress 
ossidativo a diverse patologie. L'ipotesi generalmente accettata è che in ogni sistema 
biologico, deve essere mantenuto un importante equilibrio tra la formazione di specie 
reattive dell'ossigeno e dell'azoto (ROS e RNS, rispettivamente) e la loro rimozione (Fig. 3). 
ROS e RNS sono costantemente prodotte come esito del normale funzionamento degli 
organi o come risultato di un eccessivo stress ossidativo.
Le specie reattive superossido (O2- ), perossido di idrogeno (H2O2), radicale idrossile (HO.), 
ossido di azoto (NO), perossinitrato (ONOO-) e acido ipocloroso (HOCL), sono tutti 
prodotti delle normali vie metaboliche negli organi dei mammiferi ma, in certe condizioni, 
quando cioè’ risultano in eccesso, rispetto alle concentrazioni fisiologiche, possono 
rappresentare sostanze altamente nocive. Il superossido che in vivo, è la principale sorgente 
di radicali iniziatori, è prodotto dai mitocondri durante il trasporto di elettroni lungo la 
catena respiratoria. Per mantenere un bilanciamento tra specie ossidate e ridotte, gli organi 
si proteggono in modi differenti, compreso l’apporto di antiossidanti esogeni ed endogeni 
(Fig. 3).
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Fig. 3. Bilanciamento tra effetti pro-ossidanti e capacita’ antiossidanti endogene ed esogene
Gli antiossidanti naturali, ad alto o basso peso molecolare, possono differire per la struttura 
chimica, per la loro composizione, per le proprietà fisicochimiche e per il loro meccanismo 
e/o il sito d’azione e possono essere suddivisi nelle seguenti categorie, senza tener presente 
la loro provenienza in:
(i) enzimi intracellulari, come la superossido dismutasi (SOD), la catalasi e la glutatione per 
ossidasi (GPx), che attenuano la formazione di ROS rimuovendo i potenziali agenti 
ossidanti o trasformandoli in composti relativamente più’ stabili. La SOD, che è stata 
scoperta alla fine degli anni 60 (McCord e Fridovich, 1969), catalizza la trasformazione del 
radicale superossido in perossido di idrogeno, che può ulteriormente essere trasformato 
dalla catalasi in acqua e ossigeno molecolare. Anche se l’anione superossido non è 
particolarmente reattivo, può ridurre gli ioni dei metalli di transizione e viene convertito nel 
radicale idrossile, uno dei radicali più reattivi. Quindi, l’eliminazione del superossido, può 
attenuare la formazione del pericoloso radicale idrossile. La glutatione perossidasi, riduce i 
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perossidi lipidici (ROOH), formatisi dall’ossidazione degli acidi grassi poliinsaturi (PUFA), 
ad acidi grassi idrossilati, stabili e non tossici (ROH). Assieme alle fosfolipasi, le GPx può 
anche convertire gli idroperossidi fosfolipidici (PL-OOH) in idrossidi fosfolipidici (PL-OH) 
(Van Kuijk e Drats, 1987).
(ii) Proteine ad alto peso molecolare come: l’albumina, la ceruloplasmina, la transferrina e 
l’ aptoglobina, tutte protiene palsmatiche, che legandosi ai metalli, dotati di attività 
riducente, limitano la produzione, per catalisi metallica, dei radicali liberi (Halliwell e 
Gutteridge, 1990). L’albumina e la ceruloplasmina, possono legarsi agli ioni rame, mentre la 
trasferrina, si lega preferenzialmente al ferro libero. L’aptoglobina, si lega a proteine 
contenenti eme e può, quindi, eliminarle dal sangue. Sia le proteine libere che quelle 
associate all’eme, hanno proprietà pro-ossidanti, dovute alla loro reazione con il perossido 
di idrogeno che produce specie ferrile, iniziatrice della perossidazione lipidica (Kanner ed 
al., 1987).
(iii) Antiossidanti a basso peso molecolare: sono suddivisibili in antiossidanti liposolubili 
(tocoferolo, carotenoidi, chinoni, bilirubina e alcuni polifenoli) e antiossidanti idrosolubili 
(acido ascorbico, acido urico ed alcuni polifenoli). Agiscono ritardando o inibendo il danno 
cellulare, principalmente attraverso le loro proprietà di scavengers nei confronti dei radicali 
liberi. 
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4.7 Metodi per la Misurazione dell’Attivita’ Antiossidante
L’interpretazione dei risultati ottenuti da misurazioni in vitro sull’attivita’ antiossidante di 
un composto, di un modello cellulare o di un estratto tissutale devono necessariamente 
essere presi in modo molto cautelativo sopratutto perche’ le metodiche utilizzate possono 
influenzare l’effettiva risposta cellulare. Considerando questo, risulta chiaro, che per poter 
effettivamente proporre ed analizzare dei risultati bisogna verificare che la metodica che si 
intende utilizzare sia appropriata per l’antiossidante scelto. I fattori che maggiormente 
possono influenzare l’attivita’ di un antiossidante, sia che si verifichi la sua attivita’ con 
metodiche in vitro o in vivo sono molto complesse e richiedono considerazioni riguardo la 
sua biodisponibilita’, il suo sito di azione, la ROS con cui entra in contatto, la sua 
farmacocinetica, la sua stabilita’, la sua tossicita’ e la sua possibile sinergia con altre 
sostanze siano esse extra o intracellulari.
Le metodiche per identificare la capacita’ antiossidante di una sostanza o di un composto 
possono essere, molto grossolanamente, divisi in due categorie principali: (i) misurazione 
della sua capacita’ di donare un elettrone (o atomo di idrogeno) o a una ROS od ad una 
specie accettore di elettroni, (ii) verificare la capacita’ di rimuovere la “sorgente” di 
ossidazione (inibizione di un enzima antiossidante, chelazione di ioni dei metalli di 
transizione o assorbimento delle radiazioni UV). Considerando quello appena riportato si 
puo’ concludere che l’azione biologica di un antiossidante e molto piu’ complessa, ma 
qualche volta confusa, di un semplice processo di rimozione di un radicale libero.
Infatti gli effetti principali a cui e’ legata la capacita’ antiossidante di un composto sono: la 
sua efficienza nel ridurre o parzialmente abolire la formazione di ROS e RNS, la 
modulazione, sia a livello trascrizionale che traduzionale, di enzimi antiossidanti endogeni 
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(Hensley  et al., 2000), preservando l’attivita’ di NO (Stewart-Lee et al., 1994) od infine 
sequestrando ioni dei metalli di transizione.
Risulta anche chiaro che molti antiossidanti posseggono la capacita’ di indurre effetti a 
diversi livelli cellulari e questo lavoro di tesi ne dara’ una dimostrazione diretta.
4.8 Patologie Indotte dal Danno Ossidativo
Le ROS e le RNS sono intermedi endogeni costantemente prodotti dall’organismo e sono 
essenziali per le funzioni fisiologiche delle cellule e dei tessuti. Principalmente sono 
componenti delle cascate geniche e proteiche e sono coinvolte in meccanismi molecolari 
quali la proliferazione, l’adesione e l’infiammazione. Il non-fisiologico sbilanciamento del 
potenziale ossido-riduttivo (redox) verso un danno ossidativo, in qualsiasi tipologia di 
tessuto o di organo porta inevitabilmente verso la manifestazione di condizioni patologiche. 
La lunga lista che ad oggi e‘ possibile fare di disordini e patologie in cui radicali liberi e 
ossidanti sono coinvolti risulta da nuovi studi in continua crescita. Un eccesso di danno 
ossidativo sia a livello lipidico che proteico risulta sempre associato con un cambiamento 
nella loro struttura e funzione. Le ROS/RNS possono inoltre, come gia’ accennato nella 
prima parte di questa introduzione, causare danni a livello del DNA, fattore chiave 
nell’insorgenza e nella progressione di patologie neoplastiche, di patologie 
neurodegenerative e cardiovascolari, affezioni respiratorie, insulino resistenza e diabete. Tra 
le condizioni non patologiche in cui il danno ossidativo gioca un ruolo chiave possiamo 
indicare il fenomeno dell’invecchiamento, che risulta essere naturale conseguenza 
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dell’esposizione prolungata degli organi e dei tessuti e quindi dell’intero organismo a ROS/
RNS (Pollack and Leeuwenburgh, 1999).
4.8.1 Cancro
ROS e RNS come l’anione superossido, il perossido di idrogeno, il radicale idrossilico e 
l’ossido di azoto e di conseguenza i loro metaboliti primari o secondari giocano un ruolo 
chiave nei fenomeni di cancerogenesi. Le specie reattive dell’ossigeno sono in grado 
direttamente od indirettamente di causare danni a livello nucleotidico (DNA) che a loro 
volta inducono la formazione di tagli a singolo o a doppio filamento, modificazione alle basi 
o la formazione di cross-link a livello proteico. Un esempio di modificazione nucleotidica 
e’ la formazione della 8-idrossi oxoguanina che provoca la transizione della coppia di basi 
G:C a quella TA (Kasai et al., 1984) nei processi di replicazione del DNA (Floyd, 1990) 
importante fenomeno implicato nei processi di attivazione neoplastica e di progressione 
tumorale. In un ulteriore esperimento del Gruppo di Studio sull’α-tocoferolo (α -TOH) ed il 
β-Carotene nella Prevenzione del Tumore, è stato esaminato l’effetto della 
somministrazione di questi due ultimi antiossidanti, da solo od in combinazione, per 
verificarne l’incidenza sul tumore polmonare ed altri tumori. I risultati indicano che l’α-
TOH da solo non e’ in grado di ridurre l’incidenza tumorale: mentre, inaspettatamente, tra i 
fumatori a cui era stato somministrato il β-carotene si è osservata un’alta incidenza di 
tumore polmonare, rispetto ai soggetti a cui era stato somministrato il placebo. Nessuna 
evidenza di una interazione tra l’α-TOH ed il β-Carotene è stata osservata riguardo 
all’incidenza del tumore polmonare. Rispetto ad altri tipi di tumori, pochi casi di tumore alla 
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prostata sono stati diagnosticati tra coloro a cui era stato somministrato l’α-TOH, mentre 
per il β-Carotene nessun effetto e’ stato riscontrato. L’effetto antitumorale e’ stato anche 
analizzato per l’antiossidante licopene, estratto dal pomodoro, ed i risultati ottenuti hanno 
dimostrato che la sua somministrazione e’ stata in grado di ridurre il tumore alla prostata  ed 
ai polmoni (Gann e Khachik, 2003).
Mentre per gli individui il cui apporto di vegetali e frutta risulta maggiore rispetto alla 
media, studi sono stati in grado di dimostrare di migliorare l’incidenza a sviluppare tumori, i 
risultati provenienti dalla somministrazione di puri composti pochi o nessun evidenza dello 
stesso tipo e’ pervenuta da studi effettuati con antiossidanti estratti e somministrati isolati. In 
un studio prospettico che ha coinvolto circa 40.000 donne dai 45 anni ed oltre, la 
somministrazione per due anni di b-carotene non ha evidenziato nessuna significativa 
differenza, a livello statistico, sull’incidenza di tumori (Ekstrom et al., 1999). Un altro 
studio clinico, condotto in Giappone, ha esaminato possibili associazioni geografiche tra 
livelli di antiossidanti plasmatici ed il rischio di sviluppare tumore gastrico (Tsubono e 
Tsugane, 1999). Le concentrazioni plasmatiche dei principali carotenoidi, α-TOH ed acido 
ascorbico, sono stati misurati e correlati al tasso di mortalità del tumore gastrico in 634 
uomini compresi tra i 40 ed i 49 anni. I dati hanno dimostrato  che il b-carotene e l’α-TOH 
e’ risultato inversamente correlato con i tassi di mortalità del tumore gastrico e questa 
correlazione e’ risultata ancor più evidente per il b-carotene ed il licopene. E’ stato anche 
evidenziato che il tocoferolo e l’epigallocatecina sono in grado di rallentare l’insorgenza di 
tumori della pelle indotti dai raggi UV in modelli murini, anche quando applicato 
localmente (Ichihashi et al., 2000). Anche l’uso locale quotidiano di olio extra vergine di 
oliva, dopo un bagno di sole, può ritardare e ridurre lo sviluppo del tumore alla pelle, 
indotto dai raggi UV.
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4.8.2 Disordini neurodegenerativi
Una recente review di Migliore e Coppedè (Migliore et al., 2005) ha riassunto le ultime 
evidenze nel campo della carcinogenesi e delle malattie neurovegetative considerando 
l’effetto indotto dallo stress ossidativo sull’insorgenza e la progressione di entrambe queste 
patologie complesse correlate all’età e come insieme al danno ossidativo anche fattori 
genetici ed ambientali sono coinvolti.
In breve il parallelo tra carcinogenesi e neurodegenerazione è basato sul fatto che: se è ben 
chiaro che la carcinogenesi è un processo graduale causato da una serie di mutazioni che 
avvengono all’interno di una cellula e conferiscono a questa cellula un vantaggio nella 
crescita, similmente la patofisiologia delle malattie neurovegetative interessa molteplici 
percorsi del danno neuronale, caratterizzato dalla generazione di proteine anormali, in 
qualche caso dovuto alle mutazioni nel gene corrispondente, e dal loro successivo accumulo 
all’interno (od all’esterno) di zone specifiche del cervello, spesso con la morte della cellula 
neuronale selezionata come punto finale del percorso. Trattando con questa ipotesi, il 
contributo dello stress ossidativo alla neurodegenerazione è necessariamente da considerare 
non peculiare di una malattia neurovegetativa specifica.
Questa ipotesi “multipercorso” o più “colpo fortunato” è correlato ai commenti di Smith et 
al. (Smith et al., 2005) che, anche se la loro discussione è limitata alla patologia di 
Alzheimer (AD), gli autori indicano “lo stress ossidativo come fattore necessario, ma 
insufficiente tale che lo sviluppo della malattia dipende da un ulteriore(i) fattore(i) 
addizionale(i) per l’attacco della patogenesi occulta”. Dovrebbe essere materia di riflessione 
a questo proposito il fatto che lo stress ossidativo è stato implicato in modo crescente in un 
numero di disordini neurodegenerativi incudendo l’AD, il morbo di Parkinson (PD), la 
sclerosi laterale amiotrofica (ALS), ed altre patologie (Perry et al., 2005); tuttavia, per tutti 
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questi disordini la questione principale se lo stress ossidativo sia coinvolto nell’attacco e 
nella evoluzione della patologia o sia semplicemente una conseguenza della 
neurodegenerazione è ancora dibattuta.
Al momento le evidenze di letteratura in materia indicano che la perdita di neuroni in tali 
disordini risulta da una complessa interrelazione tra danni ossidativi, stimolazione 
excitotossica, disfunzione di proteine critiche e fattori genetici.  A causa del suo alto tasso 
metabolico, si pensa che il cervello sia particolarmente suscettibile alle specie reattive 
all’ossigeno (ROS), e gli effetti dello stress ossidativo sulle “cellule post-mitotiche” come i 
neuroni potrebbe essere cumulativo.
La perossidazione della membrana cellurare dei lipidi genera delle aldeidi particolarmente 
reattive, come il 4-idrossinonenale (HNE). Accresciuti livelli di HNE sono stati osservati in 
AD, in PD ed ALS ed altre patologie neurodegenerative, confermando un ruolo 
fisiopatologico dello stress ossidativo (Zarkovic, 2003). E’ stato dimostrato che il PD è 
caratterizzato da una riduzione di glutatione (GSH), un importante antiossidante 
intracellulare, nella sostanza nera (Pearce et al., 1997; Perry  et al., 1982), e tale 
rappresentazione è il primissimo indicatore biochimico della degenerazione della sostanza 
grigia; è stata inoltre dimostrata una crescita dell’ossidazione proteica nei corpi Lewy nei 
casi di PD (Good et al., 1998).
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4.8.3 Malattie cardiovascolari
L’aterosclerosi è la causa principale della mortalità e della morbilità nel mondo occidentale. 
Tale patologia e’ caratterizzata dall’accumulo di colesterolo, perossido dei lipidi ed 
oxisterolo della parete arteriosa, ed è la causa principale di attacchi e collassi cardiaci. 
L’arteriosclerosi è una malattia multifattoriale, e a parte la suscettibilità genetica, molti sono 
i fattori di rischio ad essa associati. Le principali teorie sull’insorgenza e la progressione di 
tale patologia  includono il danno a livello endoteliale e l’infiltrazione lipidici (Williams et 
al., 1995; Ross, 1999). La ritenzione di lipoproteine nella parete arteriosa così come 
l’ossidazione di lipoproteine sono le due maggiori ipotesi attribuite alla patogenesi 
dell’arteriosclerosi. L’incubazione in vitro di lipoproteine a bassa densità (LDL) con le 
cellule endoteliali, induce la formazione di LDL ossidato nei macrofagi (Henriksen, 1981 e 
1981). 
E’ stato anche dimostrato che l’LDL ossidato (Ox-LDL) promuove il danno tossico alle 
cellule arteriose in coltura (Morel, 1983). A dispetto di molte pubblicazioni su l’LDL 
ossidato e l’arteriosclerosi, il ruolo centrale causativo dell’Ox-LDL nell’arteriogenesi è 
ancora controverso (Halliwell, 2000). Tuttavia la aterogenicità dell’Ox-LDL è sostenuta da 
studi in vitro ed in vivo (Aviram, 1999). Macrofagi caricati di colesterolo contengono 
colesterolo non esterificato, esteri del colesterolo e oxysteroli e la presenza di questo tipo di 
molecole è caratteristico delle lesioni aterosclerotiche primarie (Brown and Goldstein, 
1993). Un largo gruppo di evidenze suggerisce che l’Ox-LDL è più arterogenico dell’LDL 
nativo non solo a causa del suo contributo per la formazione di cellule schiumose, ma anche 
come risultato dei suoi effetti sulla secrezione di sostanze dalle cellule parietali arteriose e 
della sua citotossicità verso le cellule endoteliali e le cellule muscolari lisce (Witztum e 
Steimberg, 1991).
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L’Ox-LDL può’ inoltre causare rilascio di interleuchine, di apolipoprotiene di tipo E e di 
proteasi da parte dei macrofagi (Ku et al., 1992) e per quel che riguarda le cellule muscolari 
lisce di fattori di crescita e citochine. Inoltre l’Ox-LDL può’ indurre il rilascio della proteina 
monocitaria chemoattrattante 1 (MCP-1) da parte delle cellule endoteliali (Rajavashisth et 
al., 1990), fattori stimolanti le colonie (CSF), fattori di rilassamento derivanti dall’endotelio 
(Cushing et al., 1990) e altri fattori tissutali. La citotossicita’ dell’Ox-LDL verso le cellule 
endotaliali può’ causare modificazioni funzionali nel tessuto cellulare permettendo la 
penetrazione di monociti e di LDL negli spazi sub-endoteliali che possono indurre ed 
accelerare la formazione di lesioni aterosclerotiche (Hessler et al., 1993). Inoltre l’Ox-LDL, 
al contrario di quello nativo e’ agente chemoattrattante per I monociti causando la loro 
migrazione verso l’intima e bloccando il loro ritorno nel compartimento circolatorio (Quinn 
et al., 1987). Gli effetti degli antiossidanti sullo sviluppo e la progressione dell’aterosclerosi 
e ancora controversa, e un ampio numero di lavori sono ad oggi ancora molto discussi 
(Parthasarathy et al., 1999; Giugliano, 2000; Fuhrman and Aviram, 2001). Un esempio ne e’ 
il fatto che l’α-tocoferolo somministrato a soggetti a rischio di ischemia ne ha 
significativamente ridotto l’insorgenza (Gey et al., 1991), mentre la vitamina E plasmatica 
e’ stata inversamente correlata con tale rischio (Rimm et al., 1993).
Un ulteriore evidenza ne e’ il fatto che lo studio GISSI-Prevenzione ha mostrato che l’α-
tocoferolo non ha effetto protettivo contro la malattia cardiovascolare. Sebbene lo stress 
ossidativo e’ in grado di accelerare l’aterosclerosi sotto certe condizioni la formazione e la 
presenza di ROS può giocare anche funzioni fisiologiche benefiche importanti. La presenza 
di ROS può danneggiare I tessuti cellulari, ma allo stesso tempo la loro presenza in specifici 
siti è essenziale per l’appropriata funzione di alcuni sistemi (e.g.: espressione gene). La 
maggior parte della ricerca sul ruolo degli antiossidanti nelle malattie cardiovascolari è stato 
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centrato testando un singolo composto puro, in genere per esaminare le loro abilità di cibarsi 
di radicali liberi e perciò prevenire la perossidazione dei lipidi. Tuttavia, il contributo 
antiossidante in vivo va ben oltre il cibarsi di radicali liberi. Inoltre, un singolo antiossidante 
non è in genere presente da solo in un sistema biologico ma agisce in combinazione e quindi 
l’effetto protettivo di una dieta non è equivalente all’effetto protettivo di singoli 
antiossidanti.
4.8.4 Diabete ed insulino-resistenza
Questa malattia ha raggiunto proporzioni epidemiche ed è diventato per i servizi sanitari di 
molti paesi il problema più importante del XXI secolo. Esso interessa oltre 230 milioni di 
persone a livello mondiale, e ci si aspetta che questa cifra salga a 350 milioni nel 2025. E’ la 
quarta malattia nel mondo che induce a morte; ogni dieci secondi una persona muore per 
cause connesse al diabete. Secondo una stima, negli Stati Uniti circa 20.800.000 persone 
sono diabetici, ma solo per 14.600.000 di essi la diagnosi e’ stata effettuata. 
Sfortunatamente, la malattia non regredisce trattandosi di una patologia a carattere 
degenerativo, ma la sua sintomatologia e la progressione possono essere controllate.
Uno studio condotto dal Centro per il Controllo del Diabete suggerisce che la cura è 
migliorata negli ultimi dieci anni; ma c’è ancora molto da fare per scoprire ulteriori 
miglioramenti. Il diabete tipo due (T2D) è una malattia cronica ed i sostenuti attacchi di 
iperglicemia alla micro e macro circolazione e i principali effetti patologici sono 
principalmente indotti dalla presenza a livello fisiologico dell’insulino-resistenza.
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T2D è una malattia metabolica caratterizzata dall’aumento di concentrazione di glucosio nel 
sangue, da anormali livelli plasmatici dei lipidi e non ultimo da una svariata serie di 
complicazioni vascolari. L’insulino resistenza e l’insufficienza nella produzione di questo 
ormone a livello delle β-cellule del pancreas sono i maggiori fattori di rischio per la 
progressione del T2D (Bell e Polonsky, 2001; Kahn, 2003). L’esposizione cronica al 
glucosio ed alle concentrazioni di acidi grassi possono causare danni cellullari con 
meccanismi molto diversi che possono essere raggruppati sotto il termine di 
“glucolipotossicità”, ma fattore comune in questo tipo di disfunzione cellulare e’ lo stress 
ossidativo (Kahn, 2003; Kajimoto e Kaneto, 2004). La resistenza insulinica sembra essere il 
fattore scatenante e determinante per la progressione del T2D e le problematiche si 
ripercuotono nei maggiori organi e tessuti metabolici inclusi i muscoli, il tessuto adiposo ed 
il fegato. Studi recenti suggeriscono che la sintesi del glicogeno muscolare insulino-
stimolata è la cascata metabolica più importante nella predisposizione all’iperglicemia 
postprandiale negli adulti (Petersen e Shulman, 2002) dirigendo pertanto il glucosio su un 
percorso anabolico piuttosto che su quello catabolico. Un ulteriore fattore predisponente per 
lo sviluppo dell’insulino resistenza e’ un’alterata concentrazione di acidi grassi (FFA) 
plasmatici, ed è stato suggerito che questa condizione gioca un ruolo critico anche 
nell’induzione di processi necrotico e/o apoptotici delle β-cellula (Azevedo-Martins et  al., 
2006). L’evidenza del coinvolgimento dell’ossidazione degli acidi grassi quale fattore 
scatenante l’inibizione della metabolizzazione di glucosio, dimostrato in muscoli cardiaci e 
scheletrici isolati, e’ infatti un dato risalente al 1963 (Randle et al., 1963). L’aumento di 
ossidazione degli acidi grassi provoca un aumento nel rapporto del NADH/NAD+ a livello 
mitocondriale, riducendo così la provata attività deidrogenasica e pertanto l’ossidazione del 
glucosio. Quindi l’aumento del metabolismo degli FFA può inoltre portare ad un incremento 
nella produzione di ROS, aumento che anche per il glucosio e’ in grado di provocare danni 
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ossidativi nei muscoli, negli adipociti, nelle β-cellule pancreatiche ed in altri tipi cellulari e 
tessuti (Talior et al., 2003; Brownlee, 2005; Haber et al., 2006).
E’ interessante sottolineare anche il fatto che, comparate a molti altri tipi cellulari, le β-
cellule sono ad alto rischio di danno ossidativo con un aumento di sensibilità per processi 
apoptotici. Questo alto rischio può essere dovuto a (i) eccessivi livelli di produzione/
aumento di ROS mitocondriali, (ii) produzione/aumento di ROS attraverso elevata attività 
NADPH ossidasica delle β-cellule, e (iii) riduzione/mancanza di difese antiossidanti. Va 
comunque ricordato che in riferimento al T2D, la disfunzione delle β-cellule e la associata 
depressione di secrezione insulinica sono meccanismi molecolari già’ presenti prima dello 
sviluppo di fenomeni iperglicemici (Kahn, 2003).
E’ importante enfatizzare a questo punto che il danno indotto da ROS e/o la mancanza di 
difesa antiossidante, nella riparazione e nella secrezione insulinica e nelle cellule bersaglio 
dell’insulina possono contribuire all’inizio del T2D ed alle sue complicazioni. Questa 
condizione, in cui l’insulina produce una indebolita risposta biologica, porta a condizioni di 
iperinsulinemia determinando la cosiddetta sindrome metabolica (MetSyn). Ulteriori fattori 
di rischio per l’insorgenza di complicanze cardiovascolari del T2DM sono l’ipercglicemia, 
l’obesità centrale, la dislipidemia, l’ipertensione, e lo stato protrombico (Grundy, S.M., 
2005). L’insulina, il composto ipoglicemico più potente, interagisce col suo specifico 
recettore attivando una complessa rete di percorsi intracellulari che stimolano alla fine 
fenomeni iperglicemici (Fig. 4). 
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La maggior parte, se non tutto, il segnale insulinico e’ prodotto o modulato tramite la 
fosforilazione di IRS1 o del suo omologo IRS2 e da parte di altre proteine “scaffold” (Fisher 
e White, 2004; White, 2003).
Piu’ specificatamente, nelle cellule endoteliali, la stimolazione dei recettori insulinici e’ in 
grado di attivare il segnale intracellulare di PI3K con il conseguente incremento dei livelli di 
espressione della eNOS sintasi che risulta costitutivamente attiva, che a sua volta e’ in grado 
di indurre il rilascio di NO (Muniyappa et  al., 2007). Nelle cellule muscolari lisce (VSMC) 
l’insulina e’ in grado di stimolare il trasporto di glucosio attraverso il recettore GLUT1, 
esattamente come avviene nel metabolismo cellulare, delle cellule muscolari scheletriche, 
attraverso PI3K ed il recettore GLUT4. La controparte clinica di questo effetto positivo 
dell’insulina e’ la normoglicemia, vasodilatazione e le intrinsiche proprietà’ 
antiinfiammatorie. Va anche considerato che il segnale insulinico coinvolge altre due 
cascate intracellulari la Cb1/CAP e l’attivazione della cascata relativa alle protein-chinasi 
(MAPKs) (Chiang et al., 2001). Mentre il pathway proteina Cbl/Cbl-associata (CAP) 
associa il recettore dell’insulina al trasporto del glucosio in maniera PI3K dipendente, la 
cascata MAPK può’ essere considerata una cascata intracellulare più’ generale visto che 
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risulta attivata da un ampio numero di fattori di crescita, inclusa l’insulina, tutti in grado di 
modulare positivamente la crescita cellulare. Molti studi sono già’ stati pubblicati, trovando 
ampio consenso nella comunita’ scientifica, sul fatto che in pazienti con insulino resistenza/
diabete, la condizione sine qua non per danni vascolari risulta essere il danno ossidativo. 
Quest’ultimo effetto e’ stato messo in relazione a diversi possibili meccanismi attivati: 
autossidazione del glucosio, la formazione di prodotti finali di glicazione avanzata (AGE) e 
non ultima la attivazione di meccanismi relazionati ai polioli (Brownlee, 2005). Comunque 
altri substrati quali gli acidi grassi e la leptina sono in grado di contribuire alla formazione 
di ROS. Anche se l’incremento nella formazione di ROS e’ stato documentati quale fattore 
determinante per la patogenesi delle complicanze diabetiche, e’ stato anche verificato che 
quantità’ fisiologiche di specie radicaliche dell'ossigeno quale il superossido e il perossido 
di idrogeno sono prodotti generati dal metabolismo insulinico a livello subcellulare 
giocando un ruolo fondamentale nella trasduzione fisiologica del segnale insulinico 
(Goldstein et al., 2006).
E’ stato dimostrato, per esempio, che l’insulina attivando la NADPH ossidasi delle 
membrane e’ in grado di indurre la formazione di H2O2; meccanismo che comunque in 
condizioni di insulino resistenza risulta patologico. Delbosc e colleghi hanno dimostrato che 
la overproduzione di ROS in un modello di insulino resistenza risulta essere un fattore 
determinante per l’iniziazione e lo sviluppo di complicanze cardiovascolari associate 
all’insulino resistenza (Delbosc et al., 2005). Un’ulteriore evidenza della correlazione tra 
insulina e NAD(P)H ossidasi e’ anche rafforzata dalla evidenza che, in cellule HepG2, 
l’insulina stimola la produzione di H2O2 e tramite l’attivazione bifasica di p42/p44 MAPK 
la trasfezione di siRNA specifici per il gene NOX3 e’ in grado di inibire la formazione di 
H2O2 inibendo la fosforilazione di p42/p44 MAPK (Carnesecchi et al., 2006).
In conclusione il ruolo della NAD(P)H nel disseminare a livello intracellulare le reazioni 
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pro-ossidanti mediate dall’insulina e’ effettivamente un arma a doppio taglio. I dati 
presentati poco sopra sono quindi a favore dell’ipotesi che il segnale insulinico e’ mediato, 
almeno in parte, dalla generazione di O2- e H2O2. La parte patologica di questo ruolo 
determinante delle ROS nella trasduzione del segnale insulinico e’ stato documentato da 
McClung e collaboratori che hanno dimostrato che l’overespressione della glutatione 
perossidasi-1 (GPX-1), una seleno-proteina in grado di ridurre l’H2O2 in vivo, risulta 
associata all’insulino-resistenza (McClung et  al., 2004). Infatti bassi livelli di danno 
ossidativo sono in grado di migliorare i sistemi di trasporto del glucosio in sistemi isolati di 
cellule muscolari lisce di ratti “insulin-sensitive” ed in questa cascata insulinica le ROS 
risultano prodotte con secondi messaggeri (Kim et al., 2006).
Comunque non tutte le ROS sono “buone”. L’ipotesi “radicali liberi” suggerisce che le ROS 
possono produrre modificazioni non fisiologiche ai lipidi, alle proteine ed agli acidi 
nucleici, che a loro volta contribuiscono all’eziologia delle complicanze vascolari nei 
pazienti diabetici (Jay et al., 2006). E’ stato recentemente dimostrato che il tessuto adiposo 
perivascolare (PVAT) incrementa la risposta contrattile mediata dall’attivazione nervosa 
della stessa regione, fenomeno dipendente dall’attivazione delle tirosin-chinasi e dalla 
MAPK ERK in seguito alla generazione di superossido nel PVAT (Gao et al., 2006).
Tramite questa serie di attivazioni, la cascata intracellulare ERK-MAPK gioca un ruolo 
fondamentale nella formazione di ROS e dei loro effetti collaterali a livello cardiovascolare. 
E’ stato inoltre dimostrato, in fibroblasti umani isolati, una relazione tra ERK-MAPK, ROS 
ed insulina, che quest’ultima induce formazione di ROS attraverso la traslocazione a livello 
delle membrane della subunita’ p47phox della NADPH (Ceolotto et al., 2004). 
In dettaglio l’insulina e’ quindi in grado di stimolare la produzione di ROS con una parallela 
attivazione di ERK1/2, in modo dipendente dalla attivazione di PKC-δ (Ceolotto et al., 
2006). Come ulteriore supporto a questa visione, ERK e’ in grado di modulare in modo 
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positivo le ROS, in pazienti ipertesi e diabetici, sia attraverso l’insulina che l’angiotensina-II 
(Semplicini et al., 2006).
4.8.5 Antiossidanti e insulino-resistenza: studi clinici
Attualmente esistono alcuni antiossidanti promettenti come approcci terapeutici alternativi 
al trattamento dell’insulino reistenza. Tra questi ci sono: N-Acetilcisteina (NAC), l’acido α-
lipoico (LA), il glutatione, la vitamina E e la C e che in misura diversa, sono in grado di 
incrementare l’insulino-sensibilita’ in pazienti diabetici (T2D) e/o con la presenza di 
patologie cardiovascolari. Di seguito li analizzeremo uno a uno, sottolineandone gli effetti 
sull’insulino-reistenza.
Acido α -lipoico: l’acido lipoico (LA) e’ un acido grasso a otto atomi di carbonio. La sua 
funzione fisiologica e’ quella di essere cofattore naturale nei complessi del metabolismo 
mitocondriale come responsabile del metabolismo ossidativo del glucosio e nella 
produzione di energia a livello cellulare (Evans e Goldfine 2000). L’LA e’ già’ stato 
utilizzato come antiossidante per il trattamento delle neuropatie diabetiche da oltre 30 anni, 
almeno in Germania, e questa sostanza e’ risultata sicura, ben tollerata ed efficace (Ziegler 
et al., 2004). Molti studi hanno riportato un miglioramento nella sensibilita’ all’insulina ed 
per il metabolismo del glucosio dopo infusione intravena di LA ((Evans e Goldfine 2000), 
mentre la somministrazione orale ha avuto un effetto minore, anche se comunque 
significativo (Evans e Goldfine 2000). Per ovviare alla breve emivita di questa molecola a 
livello del circolo sanguigno, un rilascio controllato, tramite una formulazione studiata ad 
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hoc, e’ stato implementato, ed anche sotto questa formulazione il trattamento con CRLA e’ 
risultato efficace (Evans et al., 2002).
N-acetilcisteina (NAC): La NAC sta ricevendo negli ultimi anni particolare attenzione per il 
suo utilizzo in studi clinici dove evidenze nella sua capacita’ di ridurre lo stato ossidativo 
sono emerse (Marchetti et al., 1999; Biasco e Paganelli, 1999; Droge e Breitkreutz, 1999). 
Nel 5-10 % delle donne, in età’ riproduttiva, si manifesta una patologia denominata 
sindrome da ovario policistico (PCOS) con sintomatologie quali l’anovulazione e 
l’iperandrogenismo (Lakhani et al., 2004; Dunaif e Thomas, 2001). Di pazienti con PCOS 
circa il 40%, con sindromi metaboliche, manifestano insulino-resistenza e iperinsulinemia. 
Questa tipologia di pazienti e’ anche a rischio di sviluppare T2D con le rispettive 
complicanze metaboliche e cardivascolari. Attualmente su questa patologia stanno 
emergendo informazioni in cui una stretta relazione tra la sintomatologia e il danno 
ossidativo, sono evidenti. Infatti in uno studio clinico su 30 donne con PCOS, e’ stato 
osservato un decremento della capacita’ dello stato antiossidante, che e’ risultata 
statisticamente significativa se confrontata con il gruppo di controllo (Fenkei et al., 2003). 
Più’ recentemente e’ stato evidenziato che, confrontate con donne sane, soggetti con PCOS, 
portato un incremento plasmatico di malonildialdeide, di omocisteina, di insulino-resistenza 
e di lipoproteine e che questi valori insieme ad un ridotto livello di antiossidanti plasmatici 
(Yilmaz et al., 2005). Anche se i trattamenti farmacologici con metformia e TZDs sono in 
grado di essere attualmente approcci terapeutici per l’insulino-resistenza efficaci (Yilmaz et 
al., 2005; Teede et al., 2005, il loro effetto e sicurezza in una somministrazione continuata 
per lunghi periodi non e’ stata ancora analizzata. Per quel che riguarda l’approccio 
terapeutico con NAC, questo ha mostrato di ridurre, in donne con PCOS (P<0.05) (Fulghesu 
et al., 2002), l’insulino-resistenza, di aumentare l’insulino sensibilità’ e di ridurre l’area 
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della curva per l’insulina e il C-peptide sotto carico di glucosio.
Vitamina C (acido ascorbico): In uno studio sulle complicanze endoteliari dell’insulino-
resistenza, l’effetto della somministrazione di vitamina C (per infusione) e’ stata valutata 
sull’arteria brachiale utilizzando, come endpoint biologico, il valore relativo alla dilatazione 
“flow-mediated”  (FMD). Tale studio e’ stato condotto in pazienti fumatori e non fumatori 
con e senza intolleranza al glucosio (Hirai et al., 2000). Nei pazienti fumatori e non fumatori 
con intolleranza al glucosio, la vitamina C ha significativamente migliorato la FMD, 
aumentando l’insulino-sensibilita’ e riducendo le sostanze reattive all’acido tiobarbiturico, 
un valore legato alla presenza di stress ossidativo. Al contrario nessun effetto su questi 
paramenti e’ stato osservato nei pazienti normoglicemici non fumatori. In pazienti con 
angina spastica coronarica e disfunzioni endoteliali, l’infusione di vitamina C ha stabilizzato 
la FMD ed incrementato l’insulino-sensibilità’ (Hirashima et al., 2000). Al contrario non ha 
mostrato effetti nei soggetti di controllo.
In contrasto con questi promettenti dati, un recente studio ha concluso che la terapia con 
elevate dosi di vitamina C sono risultate inefficaci nel miglioramento delle disfunzioni 
endoteliali e l’insulino-resistenza nei pazienti affetti da T2D (Chen et al., 2006). Il livello di 
vitamina C plasmatico in 109 soggetti diabetici e’ risultato significativamente più’ basso 
(<40 mM) che nei controlli (>80 mM). I due terzi dei pazienti diabetici sono stati reclutati, 
per uno studio caso-controllo, e sottoposti a trattamento con vitamina C (800 mg/die) per 4 
settimane. 
In conclusione, nessun effetto significativo nel glucosio prandiale (156 ±  11 mg/dl), 
nell’insulina (14 ±  2 mU/ml), nell’insulino-sensibilita’ in risposta a ACh, SNP, o insulina 
sono stati evidenziati dopo trattamento con vitamina C (Chen et al., 2006). E’ importante 
notare che la somministrazione di vitamina C non ha portato ad un miglioramento dei livelli 
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endogeni di questa sostanza e che attualmente, vista la pochezza statistica dgli studi, dovuta 
ad un esiguo numero di soggetti, nessuna conclusione sui suoi effetti puo’ essere fatta.
Vitamina E: molti dati relativi agli effetti positivi della vitamina E sull’insulino-resistenza e 
l’azione insulinica sono stati pubblicati nello scorso decennio (Caballero, 1993; Paolisso et 
al., 1993a). 25 pazienti affetti da T2D furono trattati con vitamina E (d-a-tocoferolo, 900 
mg/die) o con placebo per 3 mesi in uno studio doppio-cieco (Paolisso et al., 1993a). I 
risultati ottenuti mostravano una tendenza verso una riduzione del livello palsmatico di 
glucosio, nei livelli di HbA1c (7.8 vs 7.1), dei trigliceridi, degli acidi grassi, del colesterolo 
totale, ma nessun effetto sulla risposta al glucosio nelle β-cellule e’ stata evidenziata 
(Paolisso et al., 1993a). Questi risultati, seppur parziali, hanno comunque indotto Paolosso e 
colleghi (Paolisso et al., 1993a) ad utilizzare delle tecniche piu’ sensibili per monitorare 
l’insulina come; il clampaggio “euglycaemic-hyperinsulinaemic”  (Paolisso et al., 1993b e 
1994). 10 soggetti di controllo e 15 pazienti sono stati reclutati per questo studio ed al 
gruppo di pazienti e’ stata somministrata vitamina E (900 mg/die) per 4 mesi. Nei pazienti 
con T2D, la somministrazione di vitamina E ha incrementato del 50% la disponibilità’ di 
glucosio e significativamente migliorato l’azione insulinica anche nei soggetti sani. Un 
ulteriore studio caso-controllo, utilizzando la stessa tecnica di misurazione dell’insulina, la 
vitamina ha migliorato la funzione insulinica in soggetti anziani (Paolisso et al., 1994). Un 
ulteriore dato a favore di questo antiossidante proviene da uno studio clinico, doppio-cieco e 
randomizzato su pazienti ipertesi. La somministrazione di vitamina E (600mg/die) ha 
evidenziato un effetto sul disponibilità’ glucidica e sul rapporto glutatione ridotto/ glutatione 
ossidato (GSSG/GSH) a livello plasmatico.
Flavonoli: durante gli ultimi anni un gran numero di informazioni epidemiologiche ed 
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evidenze cliniche hanno sottolineato come una dieta ricca in frutta e vegetali può’ ridurre o 
ritardare l’insorgenza di molte patologie croniche (Hung et al., 2004). La classe più’ grande 
di sostanze con proprietà’ cardioprotettive sono i flavonoli (Fraga, 2005). Oltre ad un effetto 
cardioprotettivo, i flavonoli sono stati associati ad un effetto positivo sull’acido nitrico e la 
sua biodisponibilita’ (Fisher 2003 e 2005). Una delle piu’ importanti fonti nutrizionali di 
flavonoli e’ il cacao in cui sono presenti altri composti ad azione antiossidante come (-)-
epicatecina, (+)-catecina e le procianidine (Fraga, 2005). Il consumo di cioccolato ha 
dimostrato di incrementare la concentrazione di epicatecina plasmatica con una parallela 
diminuzione dei livelli di prodotti di ossidazione (Rein et al., 2000)
Va comunque ricordato che gli studi clinici presi attualmente presenti sono di breve e media 
durata e con un numero di soggetti relativamente piccolo per cui prima di indirizzare una 
terapia preventiva o correttiva per il trattamento di patologie degenerative con antiossidanti 
di origine vitaminica e non, sono necessarie ulteriori valutazioni in studi clinici di follow-up 
e con una elevata robustezza statistica.
Ciononostante esistono risultati a favore del trattamento con antiossidanti che indicano 
effetti benefici sui meccanismi insulinici dopo trattamento con LA, vitamina C e vitamina E 
dando ulteriore forza alla relazione esistente tra insulino-resistenza e stress ossidativo. 
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5.0 SCOPO DELLA TESI
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Come già’ ampiamente analizzato nella prima parte di questo scritto, il danno ossidativo 
indotto a livello cellulare e’ stato ampiamente associato ad un elevato numero di condizioni 
patologiche di tipo cronico: patologie tumorali, neurodegerative, come il Parkinson e 
l’Alzheimer, patologie cardiovascolari, insulino resistenza e diabete. Già’ da alcuni decenni 
l’ipotesi generalmente accettata è che in ogni sistema biologico, deve essere mantenuto un 
importante equilibrio tra la formazione di specie reattive dell'ossigeno e dell'azoto (ROS e 
RNS, rispettivamente) e la loro rimozione; e proprio quando questo bilanciamento viene ad 
essere interrotto che le condizioni patologiche si manifestano. 
Gli antiossidanti, sono un gruppo di sostanze che, quando presenti in basse concentrazioni, 
in relazione ai substrati ossidabili, ritardano in modo significativo e/o inibiscono i processi 
ossidativi, venendo ossidati spesso loro stessi. Le applicazioni degli antiossidanti, sono 
molto diffuse ma solo recentemente c'e’ stato un accresciuto interesse nella loro 
applicazione per la terapia farmacologica di patologie.
Questo lavoro di tesi ha focalizzato l’attenzione su due sostanze di origine naturale, 
l’ergotioneina (EGT) e l’estratto fermentato di papaia (Carica papaya linn.) in modo da 
ottenere informazioni supplementari, oltre a quelle già’ presenti in letteratura, sull’effetto 
protettivo/antiossidante in vitro.
L’EGT (2-mercaptoistidina-trimetilbetaina) (Fig. 5) e’ un tiolo di basso peso 
molecolare presente, in quantità’ variabili in tessuti come; il plasma (eritrociti), i reni, il 
fluido seminale ed il fegato (Reglinski et al., 1998; Hartman, 1990).
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Fig 5. Struttura dell’Ergotioneina (EGT) con le sue strutture tautomeriche.
Questa sostanza e’ sintetizzata da microrganismi del suolo ed e’ attivamente assorbita dalle 
piante. La sua presenza in alcuni tessuti e/o organi umani e’ principalmente indotta dal suo 
apporto attraverso la dieta (vegetali). La maggior quantità’ di tale sostanza e’ stata rilevata 
nella segale cornuta (Fig. 6A) grazie alla presenza, sul suo stelo, di un fungo simbionte, la 
Claviceps purpurea (Fig. 6B).
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Fig. 6. (A) Segala cornuta   (B) Claviceps purpurea
L’uptake dell’EGT, dalle fonti esogene, avviene attraverso gli eritrociti circolanti 
(Mitsuyama et al., 1999) e la sua quantità’ media a livelli del circolo sanguigno e’ di circa 
1-4 mg/100 ml di sangue (Melville et al., 1995; Moncaster et al., 2002) attraverso il 
trasportatore di cationi organici (OCTN1). (Grundemann et al., 2005). Questo recettore 
umano e’ stato trasfettato stabilmente in cellule HEK 293 dimostrando dopo tale trattamento 
che tale modello cellulare era in grado di immagazzinare fino a 100 volte più EGT se 
confrontato con cellule di controllo (Grundemann et al., 2005). Anche se molte delle 
funzioni biologiche dell’EGT sono ancora da identificare, lavori di letteratura mostrano che 
tale sostanza e’ implicata nel metabolismo del ferro, del rame e dello zinco (Motohashi et 
al., 1976), inibizione di metalloenzimi (Hanlon et al., 1971), come anche la sua attività’ di 
scavenger verso radicali dell’ossigeno quali; l’ossigeno singoletto (Dahl et al., 1988), il 
radicale idrossile (Akanmu et al., 1991) ed il radicale perossile (Aruoma et  al., 1997). 
L’EGT ha dimostrato inoltre di inibire l’attivazione di NF-κB, H2O2-e TNF-α-indotta 
(Rahman et al., 2003) e di abolire la trascrizione dell’IL-8 in un sistema reporter 
cloramfenicolo-acetiltransferasi (CAT). Nel modello neurale PC12 il pre-trattamento con 
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EGT ha ridotto in maniera statisticamente significativa i livelli di apoptosi indotti dal 
peptide β-amiloide, agendo sul decremento del radicale perossinitrato e la seguente 
nitrazione dei residui tirosinici (Jang et al., 2004) .L’estratto fermentato di papaya (FPP) e’ 
un composto di origine naturale prodotto dalla fermentazione della Carica papaya Linn.
L’FPP e’ ampiamente utilizzata nei paesi africani e dell’area sud-americana come 
rimedio naturale nei disturbi gastrointestinali, come antiparassitario (Lal et  al., 1976) e 
come anti-infiammatorio nei paesi dell’America centrale e meridionale (Werner, 1992). La 
composizione in termini di valori nutrizionali ed i valori relativi alla sua composizione 
aminoacidica sono illustrati in Tabella 1.
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L’estratto si e’ anche dimostrato efficiente vermifugo contro C. elegans ed altri elminti in 
animali infetti (Kermanshahi  et al., 2001; Krishnakumari and Majumder, 1960; Dar et al., 
1965). Gli antelminti sono infatti in grado di bloccare i canali ionici per i neurotrasmettitori 
(Martin et al., 1997). I semi di Carica papaya Linn. presentano anche proprietà’ 
antibatteriche inibendo la crescita di microrganismi sia gram positivi che negativi. Inoltre la 
sua efficienza come antibatterico ed antifungino risulta particolarmente importante per il 
trattamento di ulcere dermiche e per la rigenerazione tissutale (Dawkins et al., 2003). L’FPP 
e’ stato anche riportato fungere da antiossidante in vitro ed in vivo nei confronti di fenomeni 
di perossidazione lipidica (Rimbach et al., 2000) proteggendo il DNA verso l’induzione di 
tagli al DNA indotti dal nitrilotriacetato ferrico (Fe-NTA)” e agendo da sostanza protettiva 
per i linfociti T dal Fe-NTA/H2O2 (Rimbach et al., 2000). Imao e collaboratori (1998) hanno 
dimostrato che a partire da concentrazioni di 50 µg/ml, l’FPP e’ in grado di ridurre di circa 
l’80% la presenza di radicale idrossile derivato dalla reazione di Fenton del 5,5-dimethyl-1-
pyrroline-N-oxide (DMPO). L’FPP ha inoltre indotto rilassamento dei tessuti, comparato ai 
controlli, dopo contrazione da fenilfreina e benzil-isotiocianato (Ruth et al., 2002).
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6.0 MATERIALI E METODI
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6.1 Modelli Cellulari 
6.1.1 PC12
Queste cellule derivano (Greene e Tischler, 1976) dal feocromocitoma di ratto e la loro 
principale caratteristica è quella di essere utilizzate come modello di cellule neurali. La 
coltura cellulare viene effettuata crescendo le cellule in RPMI 1640 (Gimco Brl, Cat N° 
61870) addizionato con 10% di siero fetale di cavallo (FHS) (Sigma Aldrich,Cat. N° 
H1138), 5% di siero fetale bovino (FBS) (BD Biosciences,Cat. N°631106) e con penicillina 
ed streptomicina in uguali concentrazioni ossia 100 U/ml (Gibco Brl, Cat. N° 15070 ).
Le cellule vengono cresciute in un incubatore sterile alla temperatura di 37°C in presenza di 
5% di CO2 con un tasso di umidità del 95%.
Il mezzo è stato cambiato ogni 3-4 giorni, la sub-coltura una volta raggiunta una confluenza 
di circa 80-90%. è stata disseminata in fiasche pre-trattate overnight con Poli-L-lisina (10 
µg/ml in acqua distillata sterile) (Sigma Aldrich, Cat. N° P7280), per consentire una 
migliore adesione cellulare.
6.1.2 C2C12
I mioblasti murini C2C12 sono cellule derivate da muscolo striato murino ed utilizzate 
quale modello in vitro per studi sull’insulino resistenza. La coltura cellulare viene effettuata 
crescendo le cellule in Dulbecco’s Modified Eagel Medium (Gibco Brl, Cat N° 61870) 
addizionato con 10% di siero fetale di bovino (FBS) (Sigma Aldrich, Cat. N° H1138), 
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addizionato di penicillina ed streptomicina in uguali concentrazioni ossia 100 U/ml (Gimco 
Brl, Cat. N° 15070 ).
Le cellule vengono cresciute in un incubatore sterile alla temperatura di 37 °C in presenza di 
5% di CO2 con un tasso di umidità del 95%. Il mezzo è stato cambiato ogni 2-3 giorni e la 
sub coltura, una volta raggiunta una confluenza di circa 80-90%, è stata piastrate in nuove 
fiasche.
6.2 Preparazione della soluzione di acidi grassi liberi
La soluzione madre da 100 mM di acidi grassi liberi (FFA) e’stata preparata in 0.1 M di 
NaOH la completa solubilizzazione e’ stata effettuata mediate bagnetto a 70°C su una 
piastra mobile. In parallelo, in un bagnetto a 55°C e’ stata preparata una soluzione al 10% 
(peso/vol) di BSA libera da acidi grassi . Modulando le proporzioni delle due soluzioni 
appena descritte abbiamo ottenuto la soluzione “FFA-free BSA” da utilizzare. Una 
soluzione al 5 M di FFA/10% BSA e’ stata prodotta aggiungendo 50 µl della soluzione 100 
mM FFA, goccia a goccia, a 950 µl di soluzione 10% BSA nel bagnetto a 55 °C, vorticata 
per 10 sec e quindi lasciata a 55°C per ulteriori 10 min. Successivamente il complesso FFA/
BSA e’ stato lasciato raffreddare a temperatura ambiente e filtrato (0,45 µm). Prima 
dell’utilizzo la soluzione madre 5 mM FFA/10% BSA e’ scaldata per 15 min a 55 °C e 
quindi lasciata raffreddare.
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6. 3 Total Oxyradical Scavenging Capacity (TOSC)
I radicali liberi utilizzati come riferimenti sono stati preparati come segue: il radicale 
perossilico tramite emolisi termica di una soluzione 20 mM  di ABAP a 35 °C in 100 mM  di 
PBS, pH 7.4; il radicale idrossilico e’ stato generato a 35 °C utilizzando la reazione di 
Fenton ad un substrato di acido ascorbico contenete ferro (1.8 µM  Fe3+, 3.6 µM EDTA e 180 
µM di acido ascorbico in 100 mM di PBS a pH 7.4); infine il perossinitrato tramite 
decomposizione del SIN-1 in presenza di una soluzione 0.2 mM  di KMBA, 0.1 mM DTPA 
in 100 mM  di PBS a pH 7.4 a 35 °C. La concentrazione finale di SIN-1 e’ stata variata in 
modo da raggiungere una resa in etilene equivalente alla reazione ferro-ascorbato e del 
sistema ABAP. La reazione ABAP 0.2 mM e’ stata effettuata in provette di vetro da 10 mL 
ermeticamente chiuse con valvole “gas-tight Mininert® valves” (Supelco, Bellefonte, PA) 
utilizzando un volume finale di 1 mL. La produzione di etilene, utilizzata come endpoint per 
questo “cell-free assay”, e’ stata misurata tramite analisi di gas-cromatografia su aliquote da 
200 µl recuperate ad intervalli di tempi stabiliti, in base al procedere delle reazioni chimiche 
di ossidazione, dalle provette sigillate. L’analisi della produzione di etilene e’ stata effettuata 
grazie ad un gas-cromatografo Hewlett-Packard (HP 6890 Series, Andoven, MA) 
equipaggiato con una colonna capillare Supelco SPB-1 ed un detector per ionizzazione di 
fiamma (FID). Le rispettive temperature di utilizzo del forno, dell’iniettore e del FID erano 
di 35, 160 e 220°C utilizzando come gas di trasporto l’elio.
La formazione di etilene e’ stata valutata analizzando la superficie sotto la curva ottenuta 
dalle varie cinetiche di reazione dopo l’aggiunta dell’antiossidante scelto: nel nostro caso 
l”EGT e l’FPP. I valori TOSC sono stati poi calcolati utilizzando l’equazione TOSC = 100 – 
(SA/CA × 100), dove SA e CA sono gli integrali rispettivamente delle aree del campione e 
del controllo. Un valore di TOSC uguale a 0 corrisponde ad un campione con attività’ 
antiossidante di zero. (Winston, 1998; Regoli e Winston, 1999; Frnazoni et al., 2004).
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Ogni esperimento e’ stato effettuato in duplicato e considerando la variabilità’ intrinseca del 
metodo (2-5%). I risultati sono stati espressi in valori TOSC e comparati con i valori 
ottenuti da tre classici antiossidanti di riferimento: l’acido urico, il GSH ed il Trolox, un 
analogo della vitamina E.
Tutti i risultati della TOSC sono espressi come Media ± Errore Standard (standard error, 
SD) e la significativita’ statistica ottenuta utilizzando la analisi della varianza (ANOVA). 
P<0,05 e’ stato considerato valore statisticamente significativo.
6.4 Test di vitalità cellulare (MTT test) 
Il test del MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2, 5-diphenyltetrazolium bromide) e stato 
utilizzato per valutare la vitalità cellulare analizzando il metabolismo energetico cellulare, 
mediante quantificazione dell’attività di un enzima ossidativo succinato deidrogenasi, in 
grado di ridurre il substrato MTT in un prodotto insolubile, il violetto di formazano.
Una volta effettuata la procedura di sub-clonaggio, le linee cellulari utilizzate per questo 
lavoro sono state lasciate aderire per 24h in una piastra a 96-pozzetti ad una concentrazione 
di 0.70x105 cellule per pozzetto.
Trascorso il tempo di trattamento, alle cellule è stato addizionato mezzo fresco con il 10% di 
MTT alla concentrazione di 5 mg/ml ( Sigma Aldrich, Cat. N° M2128). La piastra è stata 
mantenuta a 37°C per 2 h e successivamente i cristalli di formazano sono stati disciolti in 
DMSO. L’assorbanza è stata calcolata con lettura spettrofotometrica alla lunghezza d’onda 
di 550 nm, con uno spettrofotometro BioRad 550.
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6.5 Analisi della morfologia e della superficie cellulare (PC12)
L’analisi dell’area cellulare è stata eseguita usando il kit UTHSCA per il modello cellulare 
PC12 dove questa metodica e’ applicabile. Di tre esperimenti indipendenti sono stati 
fotografati 5 campi random e la valutazione della superficie cellulare (mm2). I dati sono stati 
ottenuti dal conteggio dell’area cellulare di 100 cellule per ciascuna replica. Il procedimento 
è stato effettuato piastrando 0.5x106 cellule sono state piastrate in una piastra a 96 pozzetti 
ed il trattamento è stato effettuato utilizzando il periodo di incubazione di 1 h di 
pretrattamento con l’antiossidante seguita da 23 h di trattamento con l’insulto.
6.6 Reazione a catena della polimerasi tramite trascriptasi inversa (RT-PCR)
L’isolamento dell’RNA totale e’ stato effettuato utilizzando il protocollo TRIZole della 
Invitrogen (Milano, Italia) secondo la procedura illustrata. 1 µg di RNA totale sono stati 
utilizzati per la preparazione del cDNA con l’aggiunta di 5X iScript Reaction Mix, acqua 
nucleasi e 5 ul di iScript Reverse Trascriptase (BioRad). Per la reazione a catena della 
polimerasi sono stati utilizzati primer specifici per l’interleuchina-6; 5’-
T C C A G C C A G T T G C C T T C T T G G - 3 ’ ( s e n s o ) e 5 ’ -
TCTGACAGTGCATCATCGCTG-3’ (antisenso) amplificando un prodotto di PCR di 
dimensioni aspettate di 242 paia basi. Il gene dell’IL-6 e’ stato amplificato per 34 cicli 
(94°C per 1 min, 50°C per 1 min, 72°C per 1:30 min). Il gene della adenin-fosforibosil 
transferasi (APRT) con i rispettivi primers 5’-GCCTCTTGGCCAGTCACCTGA-3’ (senso) 
e 5’-CCAGGTCACACACTCCACCA-3’ (antisenso) e’ stato utilizzato per la 
normalizzazione. L’amplificazione e’ avvenuta amplificando il prodotto di PCR per 28 cicli 
(94°C per 1 min, 50°C per 1 min, 72°C per 1:30 min). Per poter escludere ogni possibile 
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contaminazione da DNA genomico tutti i campioni di RNA estratti sono stati trattati con 
DNasi (Invitrogewn, Milano, Italia) per 15 min a temperatura ambiente seguito da 10 min a 
65°C per interrompere la reazione. 
6.7 Modulazione traduzionale del gene dell’IL-6 tramite ELISA
Le C2C12 sono state trattate secondo i protocolli stabiliti e l’analisi dell’espressione 
dell’IL-6 e’ stata effettuata nel sovranatante di incubazione utilizzando il kit ELISA 
(DIACLONE, Italy) secondo il protocollo fornito dalla ditta.
I dati relativi a questo saggio e alla RT-PCR semiquantitativa sono espressi come Media ± 
Errore Standard (standard error, SD) e la significativita’ statistica ottenuta utilizzando il test 
esatto di Fisher. P<0,05 e’ stato considerato valore statisticamente significativo.
6.8 Estrazione e determinazione della concentrazione proteica tramite metodica 
Bradford-Lowry
Al termine dell’incubazione nelle varie condizioni di coltura le piastre sono state trasferite 
in ghiaccio e si è proceduto all’eliminazione del mezzo.
Le cellule sono state quindi lavate per due volte con PBS  freddo e lisate con un tampone a 
pH 7,5 contenente: 20 mM Tris pH 7,5, 150 mM  NaCl, 10 mM  EDTA, 10 mM  EGTA, 1% 
Triton 100-X, 2,5 mM NaPP, 1 mM  β-glicerolfosfato ed inibitori delle proteinasi (10 mM 
vanadato, 1 mM PMSF, 100 mM NaF, 0,1% Cocktail Inhibitor III, Sigma).
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Dopo aver lasciato agire la soluzione di lisi per circa 2 min in ghiaccio, le cellule sono state 
staccate meccanicamente (mediante uno “scraper”) ed il tutto è stato sottoposto quattro volte 
a sonicazione (sempre in ghiaccio) per 5 sec (SONOPULS Ultrasonic Homogenizers HD 
2070, Bandelin) e microcentrifugato per 10 min a 4°C.
Il sovranatante è stato trasferito in una nuova provetta e su un’aliquota di 20 µl è stata 
valutata la concentrazione proteica con il metodo Lowry (kit commerciale, BIORAD 
Laboratories CA, USA). I lisati cellulari vengono conservati a –80°C.
6.9 Western Blot
I campioni sono stati fatti correre su gel di poliacrilammide (acrilammide-
N,N’bisacrilammide, 40% w/v, 29:1) in condizioni denaturanti. L’elettroforesi su gel di 
poliacrilammide-SDS (SDS-PAGE) permette la separazione di molecole proteiche sulla 
base del loro peso molecolare. L’elettroforesi è stata condotta utilizzando l’apparato “Mini 
Protean” (BIORAD). Il gel consta di due fasi: una fase risolutiva, detta “resolving gel” ed 
una fase sovrastante che ha la funzione di permettere l’allineamento dei campioni, detta 
“stacking gel”. Il resolving gel è costituito da poliacrilammide (in percentuali variabili tra 
6,5 e 10%), un tampone a pH 8,8 (1,5 M Tris, 0,4 % SDS), 0,5% di APS e 0,05% di 
TEMED. Lo stacking gel invece è composto da poliacrilammide al 4%, tampone a pH 6,8 
(0,5 M  Tris e 0,4% SDS), 0,5% di APS e 0,1% di TEMED. I campioni sono stati preparati 
aggiungendo ad aliquote di lisato, contenenti 15-50 µg di proteine e portate a volume con 
tampone di lisi, un Loading Buffer (20% glicerolo, 8% SDS, 25% tampone pH 6,8, 0,003% 
blu bromofenolo, 4% ß-mercaptoetanolo) in rapporto 1:4. Ogni campione prima di essere 
caricato è stato denaturato a >95°C per 5 min. L’elettroforesi è stata effettuata in un tampone 
60
di corsa a pH 8,3 costituito da 25 mM  Tris, 20 mM  glicina, 3,5 mM  SDS a 120 Volts per 
circa 90 min.Al termine della corsa le proteine sono state trasferite dal gel su membrana di 
nitrocellulosa (Schleicher&Schuell Inc.) mediante elettroblotting a corrente costante (500 
mA per circa 90 min) ed utilizzando un tampone di trasferimento contenente: 192 mM 
glicina, 25 mM Tris, 3,4 mM  SDS, 20% CH3OH e H2O. Dopo il trasferimento le membrane 
sono state lavate due volte in TBST (100 mM  Tris pH 8, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) e 
poste in agitazione a temperatura ambiente in un tampone di blocco formato da 5% di latte 
in polvere privo di grassi (non-fat dry milk) in TBST: questo passaggio serve per saturare 
sulla membrana i siti di interazione anticorpale aspecifici.
Successivamente le membrane sono state incubate overnight a 4°C con gli anticorpi primari 
specifici per le proteine analizzate, diluiti negli appropriati tamponi (5% BSA o 5% latte in 
TBST). Nel caso in cui l’anticorpo venga diluito in BSA, dopo il blocco le membrane 
vengono lavate in TBST. Al termine dell’incubazione con l’anticorpo primario le membrane 
sono state lavate in TBST  ed infine immerse per 90 min a temperatura ambiente e in 
agitazione, nel tampone di blocco (5% di latte in TBST) contenente l’anticorpo secondario 
appropriato coniugato con la perossidasi (anti-mouse o anti-rabbit IgG HRP, Amersham) 
diluito 1:2000.
Le membrane sono state lavate per tre volte in TBST e la reazione di legame tra antigene ed 
anticorpo è stata rilevata con l’aggiunta di una sostanza luminogena contenuta nel reagente 
ECL-Plus Detection System (Amersham Biosciences) che in presenza dell’enzima 
perossidasico coniugato all’anticorpo secondario produce una reazione chemioluminescente. 
Le membrane di nitrocellulosa sono state esposte per tempi diversi a lastre 
autoradiografiche Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences). Le lastre sono state poi 
sottoposte ad un’analisi densitometrica (Modem 690 Imaging Densitometer, BIO-RAD) 
utilizzando il software Macintosh Image Analysis (BIORAD). Laddove sono stati 
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evidenziati i livelli di fosforilazione i risultati ottenuti sono stati normalizzati rispetto alle 
relative proteine.
Per poter procedere alla normalizzazione è stato necessario eliminare dalle membrane il 
complesso anticorpo-proteina, incubandole in una soluzione costituita da 60 mM  Tris-HCl a 
pH 6,7, 2% SDS e 100 mM ß-mercaptoetanolo per 20 min a 50°C. Le membrane sono state 
sottoposte per una seconda volta allo stesso procedimento sopra descritto: incubazione con 
uno specifico anticorpo primario (proteina non fosforilata o costitutiva), rilevazione con il 
secondario, esposizione alla lastra ed analisi densitometrica. 
Tutti i risultati sono espressi come media e errore standard sulla media (S.E.M). L’analisi 
statistica per quanto concerne il test di vitalità cellulare ed il test della cometa è stata 
effettuata eseguendo il test  del χ2 , mentre l’analisi dell’area cellulare è stata condotta 
applicato il test dell’analisi della varianza a una via (ANOVA).
6.9.1 Anticorpi
Gli anticorpi utilizzati sono stati: rabbit anti-p-Akt (Ser 473) (Cell Signaling), rabbit anti-
Akt proteina (Cell Signaling), rabbit anti-p-ERK1/2 (Thr 202/ Tyr 204) (Cell Signaling), 
rabbit anti-ERK1/2 proteina (Cell Signaling), rabbit anti-p-p38 (Thr 180/ Tyr 182) (Cell 
Signaling), rabbit anti-p38 proteina (Cell Signaling), mouse p-SAPK/JNK (Thr 183/Tyr 
185) (Cell Signaling), rabbit anti-SAPK/JNK proteina (Cell Signaling) diluiti 1:1000 negli 
specifici tamponi di blocco.
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6.10 Test della cometa
Una versione modificata del test della cometa in ambiente alcalino (Collins et al., 1996) è 
stata utilizzata, per la valutazione dell’integrità del DNA nucleare.
L’allestimento dei vetrini è il cosiddetto metodo “a sandwich”. Sui vetrini (SUPER Frost, 
Carlo Erba, Italy) è stato steso un primo strato di gel d’agarosio all’1% di NMA (Agarosio 
standard 3:1 Sigma Aldrich) in PBS (buffer fosfato, Sigma Aldrich). I vetrini sono stati poi 
lasciati asciugare in un ambiente secco per circa 24 h, dopodiché sono pronti per l’utilizzo.
Lo strato intermedio di gel è costituito da 85 µL di gel LMA (Low Melting Agarose, Sigma-
Aldrich, Italia) allo stato fuso (ossia una soluzione allo 0.5%di agarosio “wide range”in 
PBS) in cui sono state risospese le cellule ottenute in seguito a centrifugazione per 10 min a 
1500 rpm e successiva rimozione del sovranatante dopo il trattamento. Il terzo strato di gel 
LMA (85 µL) e stato posto sopra il secondo strato, dopo la sua solidificazione che avviene 
lasciando i vetrini a 4°C per 10 min.
I vetrini sono stati quindi immersi in soluzione di lisi e tale soluzione è stata lasciata agire 
per almeno un’ora a 4°C. La soluzione di lisi preparata viene messa a raffreddare (NaCl 2,5 
M, NaEDTA 100 mM, Tris HCL 10 M, pH 10,0), al quale sono stati aggiunti triton X-100 
(Sigma, Aldrich) per l’1%, un efficace detergente, e DMSO (Sigma- Aldrich) per 
destabilizzare la doppia elica, consentendo una seppur blanda separazione dei due filamenti 
di DNA.
Procedendo in questo modo si ottiene la lisi delle membrane cellulari e nucleari delle 
cellule, mentre l’ambiente fortemente alcalino favorisce la completa lisi di proteine ed RNA
Terminata la lisi, i vetrini sono stati allineati in una vasca elettroforetica orizzontale, 
successivamente riempita con il tampone di corsa (1 mM  Na2EDTA, 300 mM NaOH) e 
lasciati equilibrare per 20 min favorendo così la completa denaturazione del DNA.
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Successivamente si fa partire la corsa elettroforetica, effettuata a 25 V e 300 mA per 20 min. 
Tale operazione consente ai frammenti derivati da eventuali rotture nei filamenti di DNA, di 
migrare verso l’anodo in ragione delle cariche negative dei gruppi fosfato, mentre il DNA 
integro resta immobile a causa dell’eccessivo ingombro sterico. Conclusa la corsa, i vetrini 
vengono lavati due volte per 5 min con un tampone a pH 7,5 (Tris HCl 0,4 M), per 
neutralizzante il pH estremamente alcalino della corsa, lavaggi seguiti da uno step di 
disidratazione, adducendo sui vetrini metanolo puro a –20°C per 3 min.. La fase finale 
consiste nel lasciare asciugare per 24 h. Prima dell’osservazione al microscopio i vetrini 
sono stati colorati con 100 µL di soluzione di bromuro d’etidio (2 µg/ml, Sigma, Aldrich) in 
acqua demonizzata e coperti con un vetrino copriogetto. I vetrini sono stati analizzati al 
microscopio a fluorescenza con ingrandimento 200X. Per ogni punto sperimentale sono stati 
preparati due vetrini e sono state analizzate 50 cellule per vetrino, la scelta è stata casuale in 
modo da ridurre eventuali effetti di posizione durante l’elettroforesi. Il danno al DNA e stato 
valutato prendendo come parametro di danno la percentuale di DNA nella coda. Per questo 
rilevamento è stato utilizzato uno specifico sistema semiautomatico d’analisi 
computerizzata delle immagini (Komet 5.5, Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, UK).
Come parametro indicativo del danno misurato sono state utilizzate le medie delle 100 
osservazioni per ogni punto sperimentale. I risultati sono stati ottenuti effettuando quattro 
esperimenti indipendenti.
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7.0 RISULTATI
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7.1 Potenziale Antiossidante dell’Ergotioneina e dell’estratto fermentato 
di Papaia (Carica papaya linn.) valutato tramite Total Oxyradical 
Scavenging Capacity (TOSC)
 L'attività’ antiossidante dei composti selezionati e’ stata determinata tramite 
l’utilizzo di una metodica “cell-free”, la Total Oxyradical Scavenging Capacity (TOSC). 
Tale metodo analizza le capacita’ di “scavenging” verso gli ossiradicali, principali radicali 
liberi dell’ossigeno formati come prodotti del metabolismo cellulari e come già’ 
ampiamente discusso, fattori determinanti per l’incremento di danno ossidativo a livello 
cellulare. La metodica si basa sulla capacita’ delle sostanze di modulare la produzione di 
etilene in reazioni in vitro quale prodotto della riduzione di reazioni in cui si ha la 
formazione di radicali idrossilici (OH·), ossidrilici (HOONO·) e perossilici (ROO·). Tale 
effetto e’ poi confrontato con i valori TOSC ottenuti da tale antiossidanti di riferimenti 
quali : l’acido urico, il glutatione ridotto (GSH) e il Trolox, un analogo della vitamina E.
Per l’Ergotioneina (EGT), la figura 8 mostra i grafici relativi ai valori TOSC (µM) con 
quelli ottenuti analizzando il GSH, il Trolox e l’acido Urico.
L’EGT e’ risultato il più’ attivo antiossidante nel ridurre le specie radicaliche prese in 
considerazione; il perossile (Fig. 7A), l’ossidrile (Fig. 7B) e il perossinitrato (Fig. 7C). Per il 
radicale perossile (Fig. 7A) la capacita’ antiossidante dell’EGT e’ stata del 25% (5,53±1,27 
unita’ TOSC (µM)) più’ alta di quella rilevata per il Trolox (4,4±0,6 unita’ TOSC (µM)), 
(Fig. 8A) antiossidante di riferimento per questa specie radicalica e tale differenza e’ 
risultata statisticamente significativa (P<0,001). Comparando l’EGT con l’acido urico 
(3,1±0,3 unita’ TOSC (µM)) e con il GSH (0,84±0,1 unita’ TOSC (µM)) la differenza in 
incremento, sempre per il radicale perossile, e’ stata del 78% e del 550% rispettivamente 
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(Fig. 7A). Anche per questi ultimi due casi la significativita’ statistica, analizzata tramite 
ANOVA, e’ stata di P<0,001.
Per quel che riguarda l’analisi nei confronti del radicale idrossile (Fig. 7B) l’EGT ha 
mostrato (0,34±0,09 unita’ TOSC (µM)) di essere un miglior antiossidante rispetto all’acido 
urico di circa il 60% (0,21±0,04 unita’ TOSC (µM), P<0,001), normalmente utilizzato come 
antiossidante di riferimento vs il radicale idrossile. Confrontando l’EGT contro il Trolox 
(0,19±0,1 unita’ TOSC (µM), P<0,001) ed il GSH (0,11±0,02 unita’ TOSC (µM), P<0,0001) 
i valori ottenuti sono risultati, anche in questo caso, del 90% e del 120%, rispettivamente, 
più’ alti (Fig.7B).
La Figura 7C mostra la capacita’ dell’EGT (5,2±1,0 unita’ TOSC (µM)) di ridurre la 
formazione del radicale perossinitrato che e’ stata del 10% più’ elevata rispetto all’acido 
urico (4,7±0,9 unita’ TOSC (µM), P<0,05), antiossidante di riferimento, dell’80% e 
approssimativamente del 3000% più’ significativa del Trolox (2,8±0,3 unita’ TOSC (µM), 
P<0,001) e del GSH (0,17±0,04 unita’ TOSC (µM), P<0,0001) rispettivamente (Fig. 7C).
Per quello che riguarda l’analisi TOSC dell’FPP (Fig. 8) esso e’ risultato il più’ attivo 
antiossidante per il radicale idrossile, mentre nessun effetto antiossidante e’ stato 
evidenziato per gli altri radicali analizzati (Fig. 8A,B). Per quel che riguarda il radicale 
idrossile (Fig. 8B) l’FPP ha mostrato (163,24 unita’ TOSC (mg/ml)) di essere miglior 
antiossidante rispetto all’acido urico di circa il 450% (35,30 unita’ TOSC (mg/ml), 
P<0,001), normalmente utilizzato come antiossidante di riferimento vs il radicale idrossile, 
mentre confrontando l’FPP contro il Trolox (52,86 unita’ TOSC (mg/ml), P<0,001) e il GSH 
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(33,80 unita’ TOSC (mg/ml), P<0,001), l’incremento dei valori ottenuti sono risultati del 
300% e del 480%, rispettivamente (Fig.8B).
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Fig. 7. Analisi della capacita’ antiossidante  totale  dell’ergotioneina. La capacita’ antiossidante 
dell’EGT  e’ stata misurata contro il radicale perossile (A), idrossile (B) e perossinitrato (C) e 
confrontata con tre antiossidanti di riferimento; il GSH, il Trolox e l’acido urico. *=P<0,0001 indica 
la significativa’ statistca verso il GSH per tutti i radicali analizzati (A,B,C); §=P<0,001 e °=P<0,01 
indicano la significativa’ statistica dell’EGT, per il radicale percossile, verso acido urico e Trolox 
rispettivamente (A) †=P<0,001 contro il Trolox e l’acido urico per il radicale idorssile (B); 
‡=p<0,001e #=p<0,05 contro il Trolox e l’acido urico per il radicale perossinitrile (C). Il grafico 
rappresenta la Media ± SD di tre esperimenti indipendenti.
69
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
FPP GSH Trolox Acido Urico
U
ni
ta
’ T
O
SC
 (m
g/
m
l)
A.
ROO .
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
FPP GSH Trolox Acido Urico
U
ni
ta
’  T
O
SC
 (m
g/
m
l)
B.
HO.
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
FPP GSH Trolox Acido Urico
C.
U
ni
ta
’ T
O
SC
 (m
g/
m
l)
HOONO.
* §#
Fig. 8 Analisi della capacita’ antiossidante totale  dell’estratto fermentato di  papaia (FPP). La 
capacita’ antiossidante dell’FPP e’ stata misurata contro il radicale perossile (A), idrossile (B) e 
perossinitrato (C) e confrontata con tre antiossidanti di riferimento; il GSH, il Trolox e l’acido urico. 
*, #, §=P<0,0001 indica la significativita’ statistca della FPP nei confronti del GSH, del Trolox e 
dell’acido urico per il radicale ossidrile (B). Il grafico rappresenta la Media di due esperimenti 
indipendenti.
70
7.2 Modulazione dell’effetto citotossico indotto da H2O2 da parte 
dell’EGT e dell’FPP in cellule PC12
L’effetto citotossico indotto dal perossido di idrogeno (H2O2) e’ stato verificato ed 
ottimizzato tramite il saggio dell’MTT in modo da determinare sperimentalmente le 
condizioni a cui effettuare i saggi ed i rispettivi tempi di incubazione. La Figura 9 mostra il 
decremento nella vitalità’ delle cellule PC12 indotta da 100, 250 e 500 µM di insulto, 
indotto con H2O2 utilizzando due diversi tempi di incubazione 1 h e 23 h. Alle 
concentrazioni di 250 e 500 µM  di trattamento la diminuzione di vitalità’ cellulare si e’ 
dimostrata statisticamente significativa mostrando P<0,001 per entrambe le concentrazioni. 
I tempi di 1h e di 23h sono stati selezionati da esperimenti preliminari (dati non mostrati) e 
in modo da ottenere, utilizzando come pre-trattamento gli antiossidanti e verificare 
l’eventuale effetto citoprotettivo, un tempo totale di 24 h (1h+23h e 23h+1h) (Fig.10). 
L’EGT analizzata alle concentrazioni di 250 e 1000 µM ha mostrato un evidente effetto 
protettivo, avendo diminuito, in modo statisticamente significativo, la percentuale di cellule 
morte (metabolicamente cioè’ non in grado di trasformare il substrato MTT in cristalli di 
formazano). In dettaglio l’incubazione per 1 h con 250 µM di H2O2 preceduta da un pre-
trattamento di 23 h con 250 µM di EGT ha dato come risultato un incremento della vitalità’ 
approssimativamente del 13% (Fig. 10A), incremento del 34% ottenuto anche, quando alle 
stesse condizioni di trattamento con l’ossidante l’EGT, e’ stata analizzata alla 
concentrazione di 1000 µM  (Fig. 10A). Utilizzando gli stessi tempi di incubazione (23 h 
con EGT + 1 h con H2O2) ma con 500 µM di H2O2, l’EGT ha mostrato la potenzialità’ di 
controbilanciare l’effetto ossidativo solo alla concentrazione più’ alta (1000 µM, P<0,001) 
(Fig. 10A).
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Quando il modello cellulare PC12 e’ stato analizzato utilizzando 1 h di pre-
trattamento con l”EGT seguito da 23 h di incubazione con H2O2 (1h+23h) (Fig. 10B) il 
quadro ottenuto e’ risultato il seguente: alla concentrazione di 250 µM di H2O2 entrambe le 
concentrazioni di EGT (250, 1000 µM) hanno incrementato la vitalità’ cellulare del 21% 
(P<0,001) e del 42% (P<0,001) rispettivamente (Fig. 10B). Quando invece le cellule sono 
state trattate con 500 µM di H2O2., con lo stesso protocollo di incubazione (1h+23h), solo la 
concentrazione di 1000 µM  di EGT ha modulato in modo, statisticamente significativo 
(P<0,001), la sopravvivenza cellulare (Fig. 10B).
 Per verificare l’effetto protettivo dell’FPP e’ stato utilizzato lo stesso protocollo 
sperimentale seguito per l’EGT: 1 h di pre-trattamento + 23 h di trattamento con l’ H2O2 e 
viceversa (23h+1h) per un tempo complessivo di 24 h (Fig. 11). L’FPP ha incrementato la 
vitalità’ cellulare di circa il 25% se testata contro 250 µM di H2O2 (P<0,01), ad entrambe le 
concentrazioni utilizzate (5 e 50 µg/ml) (Fig. 11). Nessun effetto protettivo e’ stato invece 
evidenziato ne per la concentrazione di 500 µM  di H2O2 ne per il periodo di trattamento; 1 h 
di FPP seguita da 23 h di H2O2 (dati non mostrati)
 Durante l’analisi della vitalità’ cellulare, tramite MTT, l’osservazione al microscopio 
ottico delle cellule, durante le varie fasi di trattamento, ha messo in luce una significativa 
differenza indotta dall’insulto ossidativo, 500 µM di H2O2 , sulla morfologia cellulare, che 
risultava diversa rispetto al pozzetto di controllo (Fig. 12); morfologia che sembrava tornare 
simile al controllo con trattamento con 1000 µM di EGT (Fig. 13). La Figura 13 mostra la 
rappresentazione grafica della morfologia, analizzata utilizzando come indice l’area 
cellulare, espressa in µm2 (UTHSCSA Image Tool Kit). Il risultato mostra che il pre-
trattamento con 1000 µM  di EGT e’ effettivamente in grado di riportare la morfologia 
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cellulare verso un fenotipo molto simile a quello delle cellule di controllo e tale 
modulazione risulta statisticamente significativa, (ANOVA, P<0,001) (Fig.13). Anche 
l’analisi della modulazione nella morfologia cellulare, come per l’EGT, e’ stata valutata 
anche per l’estratto fermentato di papaia, ed anche in questo caso si e’ evidenziata una 
differenza (Fig. 14) tra il campione di cellule trattate con H2O2 da sola, ed il campione pre-
trattato con FPP. La differenza osservata nell’area cellulare, espressa in µm2 ha mostrato che 
il recupero indotto dall’FPP e’ risultato statisticamente significativo (P<0,01) (Fig. 14).
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Figure 9. Effetto citotossico del perossido di idrogeno (H2O2) su cellule PC12.
Le PC12 sono state trattate con le concentrazioni indicate di H2O2 per 1 h (■) e 23 h (▲) a 37°C in 
5% CO2. I dati sono espressi come Media ± S.E.M. I dati rappresentano la Media ± S.E.M di n=4 
esperimenti indipendenti. **, *** indicavano P<0,01 e P<0,001 rispettivamente analizzati tramite il 
test del χ2.
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Figura 10. Effetto protettivo dell’EGT sulla citotossicita’ indotta da H2O2 in cellule PC12.
(A) Cellule PC12 sono state trattate con 250 µM and 1000 µM di EGT per 23 h seguite da 1 h di 
incubazione con H2O2.(B) Le PC12 sono state trattate secondo lo stesso profilo di concentrazioni ma 
secondo il seguente schema: 1 h di antiossidante seguito da 23 h con H2O2. I dati rappresentano la 
Media ± S.E.M di n=4 esperimenti indipendenti. **, *** indicano P<0,01 e P<0,001 rispettivamente 
analizzati tramite il test del χ2.
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Figura 11. Effetto protettivo dell’FPP sulla citotossicita’ indotta da H2O2 in cellule PC12.
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Fig. 12. Effetto protettivo indotto dall’EGT e  dall’FPP sulla modulazione  della morfologia 
cellulare indotta da H2O2. (A) Cellule PC12 di controllo; (B) Cellule trattate per 23 h con 
H2O2 (500µM); (C) Cellule trattate con H2O2 (500µM) preceduto da 1 h di trattamento con FPP 
(50µg/ml); (D) Cellule trattate con H2O2 (500µM) preceduto da 1 h di trattamento con EGT 
(1000 µM).
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Figure  13. Effetto protettivo dell’EGT sulla morfologia cellulare indotto da H2O2. 
Rappresentazione grafica di PC12 trattate per 23 h con H2O2 (500 µM) e pre-trattate per 1 h con 
EGT  (1000 µM). I dati sono stati ottenuti analizzando l’area cellulare (µm2) di 100 cellule per ogni 
replica tramite il kit  UTHSCSA Image. Il totale e’ stato ottenuto da 5 immagini random della piastra 
di coltura cellulare. L’area cellulare e’ il risultato di n=3 esperimenti indipendenti. I dati sono 
espressi come Media ± S.E.M. *** P<0,001; ** P< 0,01 analizzato tramite ANOVA.
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Figure 14. Effetto protettivo dell’FPP sulla morfologia cellulare indotto da H2O2. 
Rappresentazione grafica di PC12 trattate per 23 h con H2O2 (500 µM) e pre-trattate per 1 h con 
FPP (50 µg/ml). I dati sono stati ottenuti analizzando l’area cellulare (µm2) di 100 cellule per ogni 
replica tramite il kit UTHSCSA Image. Il totale e’ stato ottenuto da 5 immagini radon della piastra di 
coltura cellulare. L’area cellulare e’ il risultato di n=3 esperimenti indipendenti. I dati sono espressi 
come Media ± S.E.M. *** P<0,001; ** P<0,01 analizzato tramite ANOVA.
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7. 3 Analisi degli effetti protettivi dell’EGT e dell’FPP sul danno primario 
indotto dall’H2O2 al DNA in cellule PC12.
Insieme ad una noto effetto citotossico a livello cellulare, l’H2O2 e’ anche noto per 
essere un induttore di danno al DNA. Considerando questa caratteristica abbiamo analizzato 
se i composti scelti per le loro proprietà’ antiossidanti avessero la capacita’ di modulare il 
danno H2O2 indotto, utilizzando il saggio della Cometa (Fig. 15).
  Fig. 15. Immagine relativa al saggio della Cometa
Per la valutazione degli effetti del danno al DNA e’ stato considerato come parametro la 
percentuale di DNA nella coda (% DNA nella coda) come media della lettura di 50 cellule 
per due repliche. Il saggio e’ stato effettuato incubando le PC12 con H2O2 per 1h preceduto 
da 23 h con l’antiossidante.
La Figura 16 mostra la capacita’ che l’EGT (250 µM e 1000 µM) ha mostrato nel ridurre 
il danno indotto da 250 µM di H2O2 (P<0,05). Anche l’utilizzo della concentrazione più’ alta 
di EGT ha mostrato la capacita’ di ridurre il danno anche se non si e’ osservata 
significativita’.
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L’analisi del recupero del danno al DNA e’ stata anche verificata utilizzando come 
antiossidante l’FPP. Ad entrambe le concentrazioni di ossidante analizzate (5 e 50 µg/ml), 
l’FPP ha mostrato la tendenza alla riduzione del danno ma a nessuna concentrazione tale 
riduzione e’ risultata significativa (Fig. 17).
Figure 16. Analisi  dell’effetto dell’EGT sul danno primario indotto a livello del DNA da H2O2 
in cellule  PC12. L’effetto protettivo e’ stato valutato dopo pre-trattamento con EGT  per 23 h (1000 
µM) seguito da 1h di incubazione con H2O2 (250 µM). I dati rappresentano la % del DNA nella coda 
analizzata tramite saggio della Cometa di n=4 esperimenti indipendenti. * indica P<0,05 analizzato 
tramite test del χ2.
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Figure 17. Analisi  dell’effetto dell’FPP sul  danno primario indotto a livello del  DNA da H2O2 in 
cellule PC12. L’effetto protettivo e’ stato valutato dopo pre-trattamento con FPP per 23 h (5 e 50 µg/
ml) seguito da 1 h di incubazione con H2O2 (250 µM). I dati rappresentano la % del DNA nella coda 
analizzata tramite saggio della Cometa di n=4 esperimenti indipendenti. 
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7.4 Analisi della modulazione di alcune protein-chinasi intracellulari 
(MAPKs) da parte dell’EGT e dell’FPP in cellule PC12
L’analisi tramite Western blot, effettuata sulla possibile attivazione di cascate proteiche 
intracellulari e’ stata eseguita per far luce ed aumentare le informazioni relative ai possibili 
meccanismi d’azione dell’EGT, e questa analisi ha coinvolto le protiene intracellulari 
ERK1/2, Akt (Fig.18) e p38 (Fig. 19). L’analisi dei risultati ottenuti e’ stato il seguente: per 
ERK1/2, anche se entrambi le concentrazioni di H2O2 (250 e 500 µM) hanno mostrato un 
incremento statisticamente significativo della fosforilazione di ERK1/2 (P<0,001) (dati non 
mostrati), nessun effetto defosforilante e’ stato evidenziato pre-trattando con EGT. Per Akt 
(Fig.18) l’effetto di defosforilazione indotto da EGT (1000 µM) e’ invece risultato 
statisticamente significativo (P<0,001) (Fig.18). Analizzando l’effetto sulla MAPK p38 
(Fig. 19) i risultati mostrano che il pre-trattamento con EGT (1000 µM) e’ in grado di 
controbilanciare la fosforilazione di p38 indotta dall’H2O2 (250 µM) (P<0,01).
 Analizzando l’effetto del pre-trattamento con FPP sulle stesse proteine intracellulari, 
i risultati ottenuti sono i seguenti: per ERK1/2 e p38, anche se un effetto di fosforilazione 
indotto da 250 e 500 µM  di H2O2 e’ stato osservato, l’FPP non e’ stata in grado di modulare 
tale incremento a nessuna delle concentrazioni analizzate (5 e 50 µg/ml) (dati non mostrati). 
Per quel che riguarda l’effetto su Akt invece l’FPP (Fig.20), alla concentrazione di 50 µg/ml 
e’ stata in grado di modulare in modo positivo l’effetto indotto dal 500 µM di H2O2. in 
modo statisticamente significativo (P<0,001) (Fig. 20).
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Figure 18. Modulazione indotta dall’EGT dell’espressione proteica di Akt. (A) Western blot 
della fosforilazione di Akt. (B) Effetto inibitorio indotto da 23 h di pre-trattamento con EGT (1000 
µM) e indotto da 1 h di trattamento con H2O2 (250 e 500 µM) sulla fosforilazione di Akt. I valori 
sono espressi come O.D. normalizzati al controllo di n=3 esperimenti indipendenti. I risultati sono 
espressi come Media  ± S.E.M. *** indica P<0,001 analizzato tramite il test del χ2.
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Figure 19. Modulazione  indotta dall’EGT dell’espressione proteica di p38. (A) Western blots 
della fosforilazione di p38. (B) Effetto inibitorio indotto da 23 h di pre-trattamento con EGT (1000 
µM) e indotto da 1 h di trattamento con H2O2 (250 e 500 µM) sulla fosforilazione di p38. I valori 
sono espressi come O.D. normalizzati al controllo di n=3 esperimenti indipendenti. I risultati sono 
espressi come Media  ± S.E.M. ** indica P<0,01 analizzato tramite il test del χ2.
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Figure 20. Modulazione  indotta dall’FPP dell’espressione proteica di Akt. (A) Western blot  della 
fosforilazione di Akt. (B) Effetto inibitorio indotto da 23 h di pre-trattamento con FPP (50 µg/ml) e 
indotto da 1 h di trattamento con H2O2 (250 e 500 µM) sulla fosforilazione di Akt. I valori sono 
espressi come O.D. normalizzati al controllo di n=3 esperimenti indipendenti. I risultati sono 
espressi come Media ± S.E.M. *** indica P<0,001 analizzato tramite il test del χ2.
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7.5 Modulazione dell’effetto lipotossico indotto da acido plamitico da 
parte dell’EGT nel modello cellulare C2C12: evidenza di un effetto anti-
infiammatorio
 L’effetto lipotossico sulla morte cellulare nel modello in vitro C2C12 e’ stato 
valutato applicando il saggio dell’MTT. Esperimenti preliminari sono stati effettuati per 
ottimizzare le condizioni di saggio (dati non mostrati). La figura 21 mostra il decremento, 
concentrazione dipendente, della vitalita’ cellulare dopo 24 h di trattamento con acido 
palmitico (PA) alle concentrazioni di 250, 500, 750 e 1000 µM  con valori percentuali di 
approssimativamente 87%, 47%, 40% e 29% rispettivamente (Fig. 21). Analizzando 
l’effetto protettivo di 500 e 1000 µM  di EGT sul danno indotto dal PA, i dati ottenuti hanno 
mostrato per entrambe le concentrazioni di EGT utilizzando un pre-trattamento di 24 h, la 
capacita’ di incrementare la vitalità’ cellulare (Fig. 21). In dettaglio il pre-trattamento con 
500 µM di EGT e’ stato in grado di ridurre la mortalita’ cellulare di 250, 500, 750 and 
1000µM di PA del 1%, 19%, 19% e 26% rispettivamente e tale riduzione e’ risultata 
statisticamente significativa a partire dalla concentrazione di 500 µM  (P<0,05 per 500 e 750 
µM e P<0,001 per 1000 µM) (Fig. 21). Quando invece concentrazioni crescenti di PA sono 
state contrapposte a 1000 µM di EGT, con lo stesso protocollo di trattamento, i risultati 
mostrano, anche in questo caso, un effetto inibitorio sulla morte cellulare a partire dalla 
concentrazione di 500 µM  di PA (P<0.01). Più’ in dettaglio l’effetto inibitorio mostrato 
dall’EGT ha indotto un aumento della vitalità’ cellulare di approssimativamente 4%, 22%, 
22% e 27% rispettivamente per 250, 500, 750, 1000 µM (Fig. 21). Per meglio caratterizzare 
i meccanismi molecolari coinvolti nell’effetto protettivo dell’EGT nei confronti del PA, il 
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passo successivo e’ stato quello di verificare l’effetto modulatorio verso alcune MAPKs: 
ERK1/2, p38, SAPK/JNK e Akt.
Per quel che riguarda ERK1/2 e Akt abbiamo osservato che l’EGT non e’ stata in grado di 
modulare in nessun modo l’effetto, rispettivamente, fosforilante e defosforilante indotto da 
PA a nessuna delle concentrazioni analizzati (dati non mostrati). Quando invece si e’ 
analizzato l’effetto dell’EGT, alle concentrazioni di 500 e 1000 µM, sulle MAPK p38 (Fig. 
22) e JNK (Fig. 23), si e’ osservato un effetto modulatorio. L’effetto sulla fosforilazione 
indotta da PA (500 µM) a p38 (Fig. 22) e’ stato controbilanciato da trattamento con EGT 
(500 e 1000 µM) per 24 h. Infatti tali effetto defosforilante, e quindi protettivo dell’EGT per 
500 e 1000 µM e’ stato valutato nell’ordine del 13% e 12% (P<0,01) rispettivamente contro 
l’induzione di fosforilazione indotta da 500 µM di PA (Fig. 22). Quando invece l’effetto 
protettivo dell’EGT e’ stato valutato utilizzando per 750 µM  di PA, la modulazione che si e’ 
osservata era di 21% e 30% rispettivamente per 500 e 1000 µM di EGT (P<0,001) (Fig. 22).
Analizzando JNK (Fig. 23) quello che si e’ osservato e’ che, gia’ alla concentrazione piu’ 
bassa di PA (250 µM), l’EGT e’ stata in grado di indurre un effetto protettivo, riducendo la 
fosforilazione (P<0,01) (Fig. 23). Per verificare che le modulazioni osservate per p38 e JNK 
potessero portare alla modulazione di un endpoint molecolare abbiamo analizzato l’effetto 
sulla capacita’ di modulare a livello trascrizionale e traduzionale il gene pro-infiammatorio 
dell’IL-6 (Fig. 24, 25). Per poter analizzare tale effetto abbiamo utilizzato la concentrazione 
IC50 (50% di vitalità’ cellulare) ottenuta dai test di citotossicita’. Per l’EGT tale 
concentrazione, interpolata dai grafici e’ risultata 528 µM (Fig. 21). La figura 24 mostra la 
modulazione ottenuta dall’EGT a livello trascrizionale sul gene dell’IL-6. L’effetto di 
incremento di 2.5 volte indotto dal trattamento con PA (P<0.001) e’ stato controbilanciato 
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dal pre-trattamento con 1000 µM di EGT in maniera statisticamente significativa (P<0,001). 
Questo ultimo effetto e’ parallelamente dimostrato dal fatto che l’EGT ha modulato il 
rilascio della proteina del gene dell’IL-6 nel mezzo di coltura (Fig. 25)
Infatti anche per questa analisi 1000 µM di EGT hanno significativamente (P<0,001) ridotto 
il rilascio di IL-6 PA modulato (Fig. 25).
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Figure 21. Effetto protettivo dell’EGT sulla citotossicita’ indotta dell’acido plamitico (PA) in 
cellule C2C12. Le cellule sono state pre-trattate con 500 µM and 1000 µM di EGT  per 24 h seguito 
da 24 h di incubazione con PA (250, 500, 750 and 1000 µM). La vitalità’ cellulare e’ stata valutata 
tramite il saggio colorimetrico dell’MTT. I valori rappresentano la Media ± S.E.M. di n=4 
esperimenti indipendenti. *, ** e *** indicano significativa’ statistica di P <0,05, P <0,01 and 
P<0,001 rispettivamente calcolata tramite test del χ2.
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Figure 22. Analisi tramite Western Blot della modulazione  di  p38 indotta da EGT. 
Rappresentazione grafica dell’effetto inibitorio del pre-trattamento con EGT (500 e 1000 µM) 
sull’incubazione con PA (250, 500 e 750 µM) per 24 h sulla fosforilazione di p38. I risultati 
rappresentano la percentuale normalizzata al controllo di n=4 esperimenti indipendenti. I valori sono 
espressi come Media ± SE.M. ** e *** indicano significativa’ statistica di P <0,01 and P<0,001 
rispettivamente calcolata tramite test del χ2.
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Figure 23. Analisi  tramite Western Blot della modulazione di JNK indotta da EGT. 
Rappresentazione grafica dell’effetto inibitorio del pre-trattamento con EGT (500 e 1000 µM) 
sull’incubazione con PA (250, 500 e 750 µM) per 24 h sulla fosforilazione di JNK. I risultati 
rappresentano la percentuale normalizzata al controllo di n=4 esperimenti indipendenti. I valori sono 
espressi come Media ± SE.M. ** e *** indicano significativa’ statistica di P <0,01 and P<0,001 
rispettivamente, calcolata tramite test del χ2.
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Figure 24. Regolazione indotta dall’EGT sulla modulazione  da acido palmitico sul gene 
dell’IL-6 in cellule  C2C12. Il grafico mostra l’effetto di 24 h di pre-trattamento dell’EGT (500 e 
1000 µM), sulla modulazione indotta dal trattamento per 24 h all’IC50 (528 µM) di PA. I valori si 
riferiscono alla Media ± S.E.M della percentuale di incremento. *** indica la significativita’ 
statistica di P<0,001, calcolata tramite test del χ2.
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Figure 25. Regolazione indotta dall’EGT sulla modulazione da acido palmitico sulla proteina 
dell’IL-6 in cellule  C2C12. Il grafico mostra l’effetto di 24 h di pre-trattamento dell’EGT (500 e 
1000 µM), sulla modulazione indotta dal trattamento per 24 h all’IC50 (528 µM) di PA. I valori si 
riferiscono alla Media ± S.E.M della percentuale di incremento nel rilascio nel mezzo di coltura 
dell’IL-6. *** indica la significativita’ statistica di P<0,001 calcolata tramite test del χ2.
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8.0 DISCUSSIONE
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Lo squilibrio tra l’abilità di proteggere l'organismo verso la produzione di ROS e 
l'incapacità’ di ridurre tali molecole e’ stato negli ultimi anni associato con un’ampia varietà 
di malattie croniche (Guyton et al., 1997). Gli organi che mostrano un alto accumulo di 
ROS, a causa dell’alto grado di danno ossidativo, sono quelli che presentano una capacità 
post-mitotica come il cervello, i muscoli del miocardio e quelli scheletrici (Guyton et al., 
1997; Fukagawa, 1999) che, in termini di condizioni patologiche umane, conducono 
principalmente al problema delle malattie neurodegenerative come l’AD ed il PD (Bilici et 
al., 2001; Chandra et al., 2001), disordini cardiovascolari, insulino-resistenza e diabete. 
L’immissione di sostanze nutrizionali con proprietà antiossidanti è ampiamente sostenuta 
come mezzo essenziale per ottimizzare in vivo “le difese antiossidanti dell’organismo”. 
Estratti da piante commestibili e medicinali sono usate nella pratica medica erboristica per il 
trattamento di molte malattie croniche o acute, patologie virali e come modulatori 
dell'attività’ immunitaria.
Tra le specie di ROS maggiormente implicate nei processi patologici troviamo l’anione 
superossido (ROO), il perossido di idrogeno (H2O2), il radicale idrossile (HO), e tra le 
specie reattive dell’azoto, ossido nitrico (NO) ed il radicale  perossinitrato (HOONO). 
Sebbene tutti i radicali ossidanti siano potenzialmente tossici, la loro reattività chimica 
verso compartimenti cellulari e/o tissutali è diversa; di conseguenza, la relativa efficienza di 
un antiossidante può e deve variare a seconda dell’ossidante e del compartimento biologico 
dove deve agire (Chaudiere et al., 1999).
I risultati del presente studio in vitro sono stati mirati a verificare e dimostrare l’efficacia 
delle molecole protettive e antiossidanti, di origine naturale e non-vitaminici, 
dell’Ergotioneina (EGT) e dell’estratto fermentato di papaia (FPP). Il primo passo e’ stato 
quello che verificarne le potenzialità’ antiossidanti in un modello abiotico (cell-free) sulla 
capacita’ di ridurre radicali dell’ossigeno. 
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Riguardo a ciò, la tecnica Total Ozyradical Scavenging Capacity (TOSC) è stata sviluppata 
ed ottimizzata per misurare l’attività di scavenger di presunte o note molecole antiossidanti 
verso diversi radicali: il perossile, l’idrossile ed il radicale perossinitrato (Regoli et al., 
1999).
I risultati hanno mostrato che l’EGT (Fig. 7) ha una capacità antiossidante superiore verso il 
radicale perossile e superiore capacità antiossidante anche verso l’idrossile ed il 
perossinitrato. La scoperta che l’EGT ha un’azione antiossidante cosi’ generalizzata e di 
grande efficacia è di particolarmente rilevanza soprattutto alla luce delle recenti 
informazioni che indicano come antiossidanti considerati relativamente “puri”, come la 
Vitamina E e l’acido ascorbico, sono in grado di fungere da agenti riducenti verso singoli 
radicali e che in caso di presenza di più’ specie reattive solo la loro attività combinata può’ 
risultare in un netto effetto antiossidante reale (Carr e Frei, 1999; Stocker, 1999).
L’azione antiossidante dell’EGT è stata comunque già in passato riportata in una numerosa 
letteratura scientifica (Hartman et al., 1990; Reglinsky et al., 1988; Akanmu et al., 1991; 
Aruoma et al., 1999; Aruoma et al., 1997; Moncaster et al., 2002; Asmus et al., 1996; 
Colognato et al., 2005), ma sempre in modelli cellulari. In particolare, in uno studio in vitro 
di Aruoma e colleghi, tale molecola ha dimostrato di inibire la morte cellulare indotta da 
H2O2 e di essere in grado di decrementare l’ossidazione al DNA da perossinitrato in una 
linea cellulare umana di ibridoma neuronale (Aroma et al., 1999). In un altro studio 
(Akanmu et al., 1991) è stato provato anche che la sua capacita’ antiossidante si verifica 
anche come scavenger di radicali idrossili e come inibitore della formazione di OH. E’ stato 
anche dimostrato essere un inibitore dell’ossidazione dell’ossiemoglobina indotta dallo ione 
rame e dalla perossidazione di acido arachidonico promossa dalla mioglobina, 
dall’emoglobina e dall’H2O2. Nello stesso lavoro Akanmu e collaboratori hanno anche 
mostrato che l’EGT non e’ capace di reagire rapidamente con il superossido od il perossido 
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di idrogeno e di non essere in grado di inibire la perossidazione lipidica a livello 
microsomiale in presenza di ioni ferro (Akanmu et al., 1991). Inoltre, l’attività antiossidante 
dell’EGT è stata valutata anche in vivo in un modello retinale di topo (Moncaster et al., 
2002), in cui appare essere neuroprotettiva modulando la tossicità indotta del glutammato. 
In contrario, Mitsuyama e May  non sono riusciti a dimostrare la capacità antiossidante 
dell’EGT negli eritrociti umani (Mitsuyama e May, 1999). Anche se molti risultati sono 
contrastanti, la stragrande maggioranza dei lavori relativi all’EGT hanno mostrato una sua 
intrinseca capacita’ antiossidante. Ciononostante, una analisi comparativa in vitro di un 
diretto effetto antiossidante “cell free” dell’EGT (Fig. 7) e di altri composti classici 
antiossidanti prima di questo lavoro non era ancora disponibile. Gli studi precedenti sono 
stati eseguiti deducendo l’abilità dell’EGT nel diminuire l’effetto di un agente pro-ossidante 
in termini sia di danno ossidativo che di accumulo di prodotti perossidativi. A dispetto della 
sua utilità, questo approccio non fornisce pero’ una misura quantitativa di attività 
antiossidante, rendendo perciò difficile stimare la sua relativa efficienza antiossidante. Al 
contrario, l’approccio quantitativo della TOSC, utilizzato in questo studio, fornisce una 
diretta valutazione dell’attività antiossidante. Il/i meccanismo/i responsabile/i dell’attività 
antiossidante dell’EGT rimane comunque da chiarire. Il suo gruppo tione è in equilibrio 
tautomerico con la sua forma enolica, predominante a pH fisiologico, distinguendo 
essenzialmente l’EGT da altri tioni endogeni. Durante gli anni, tentativi sono stati condotti 
per caratterizzare l’origine, il destino e la funzione di EGT (Hartmann, 1990; Melville et  al., 
1955). I primi tentativi di identificarlo come una vitamina sono stati discontinui a causa 
della mancanza di un modello animale ben definito di deficienza di EGT, e questo ruolo è 
stato suggerito da alcuni autori (Reglinski et al., 1988). E’ un eccellente chelatore di metalli 
bivalenti specialmente di rame e zinco (Hanlon, 1971) e risulta, al contrario di molti 
antiossidanti noti di origine sia vitaminica che non, molto stabile ai forti alcali, proprietà che 
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lo differenziano ulteriormente da altri tioli di origine biologica. 
La concentrazione di EGT nei tessuti di mammifero è stata stimata essere di 1-2 mM, ciò 
suggerisce che l’EGT può servire come tiolo non tossico con capacita’ tamponante. Dato il 
crescente uso di cocktails non vitaminici per approcci terapeutici per molte patologie indotte 
dagli ossidanti (Motohashi et  al., 1976) e malattie infiammatorie (Aroma, 1998), l’utilizzo 
dell’EGT diventa proponibile ma ulteriori studi sembrano essere necessari.
Per quello che riguarda l’analisi TOSC dell’FPP (Fig. 8) esso e’ risultato il più’ attivo 
antiossidante per il radicale idrossile, mentre nessun effetto antiossidante e’ stato 
evidenziato per gli altri radicali analizzati (Fig. 8). Per quel che riguarda il radicale idrossile 
(Fig. 8B) l’FPP ha mostrato di essere miglior antiossidante  rispetto all’acido urico di circa 
il 450%, normalmente utilizzato come antiossidante di riferimento vs il radicale idrossile, 
mentre confrontando l’FPP contro il Trolox e il GSH, l’incremento dei valori ottenuti sono 
risultati del 300% e del 480%, rispettivamente (Fig.8B).
 Passando all’analisi degli effetti protettivi degli antiossidanti utilizzati in questo studio 
nei diversi modelli cellulari utilizzati, i dati presentati mostrano chiaramente che l’EGT è 
capace di preservare nelle cellule l’induzione di fenomeni necrotici/apoptotici indotti 
dall’H2O2. Il 34% e 23% di aumento nella viabilità cellulare osservata con il saggio MTT 
(Fi.g 10), suggerisce che l’EGT potrebbe essere coinvolto in una inibizione del percorso 
intracellulare necrotico/apoptotico come l’attivazione da parte dell’H2O2 della MAPK p38. 
Le piccole differenze osservate tra l’estensione del danno al DNA e la morte della cellula 
durante i due periodi di incubazione considerati (1 h con EGT + 23 h ore con H2O2 e da 23 h 
con EGT + 1 h con H2O2) suggerisce l’equilibrio tiolo/tione, unica configurazione 
dell’ergotioneina, che risulta la caratteristica critica per la capacita’ antiossidante osservata 
(Figure 12-14).
L’elevata variabilità’ in termini di deviazione standard osservabile nelle cellule di controllo 
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e quella osservabile nei campioni in presenza di antiossidante ha suggerito la presenza di 
un’ampia eterogeneità delle aree e della morfologia cellulari nei due gruppi di campioni. 
Tuttavia, l'omogeneità’ presente nel controllo positivo suggerisce che il danno ha nettamente 
influito sulla morfologia cellulare (Fig. 12). L’aumento nell’area cellulare quando le cellule 
PC12 sono state trattate con EGT (Fig. 13) suggerisce un parziale ma buon recupero dal 
danno indotto da H2O2. Questo può essere dovuto all’attivazione di cascate geniche 
intracellulari specifiche per la modulazione della morfologia o all’inibizione dei percorsi 
apoptotici/necrotici attivati dall’H2O2 (Su e Karin, 1996). Questo effetto può’ essere 
principalmente dovuto al fatto che l’H2O2, capace di passare le membrane biologiche, può’ 
penetrare nel nucleo (Rhaese e Freese, 1968) reagendo con gli ioni ferro e rame e indurre la 
formazione di radicali ossidrili (Halliwell e Aruoma, 1991). L’attacco ai radicali ossidrili sul 
DNA e sul residuo glucidico provoca frammentazione, perdita di basi e tagli ai filamenti con 
frammenti presentanti residui glucidici (Aruoma e Halliwell, 1998). I risultati in figura 16 
mostrano inequivocabilmente una significativa riduzione del danno al DNA indotto 
dall’H2O2 .da parte dell’EGT.
Questi dati possono essere parzialmente spiegati dall’osservazione della capacita’ di 
defosforilare p38 (Figura 19). La famiglia della proteina-chinasi (MAPKs), che consiste in 
una famiglia di proteine evolutivamente conservate con un ruolo centrale nel segnalare 
percorsi proliferativi, differenziativi, e relativi alla sopravvivenza indotta da fenomeni 
apoptotici/necrotici (Su e Karin, 1996). Le MAPKs maggiormente conosciute appartenenti a 
questa famiglia sono: ERK1/2 o p44/42 MAPK, JNK e p38 MAPK, che sono attivati in 
risposta ad una varietà di stimoli extracellulari. ERK1/2 è principalmente attivata attraverso 
un il segnale Ras/Raf/MEK, cascata intracellulare destinata a segnalare modulazioni per i 
processi cellulari relativi alla crescita ed alla sopravvivenza (De Meyts et al., 1999). D’altra 
parte, JNK e p38 MAPK sono preferenzialmente attivati da citochine pro-infiammatorie 
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(Raingeaud et al., 1995), da stress ambientali (Chen et al., 1996) ed ossidativi (Callsen e 
Brune, 1999; Sarker et al., 2000), che culminano in processi cellulari coinvolti nella 
differenziazione e nell’apoptosi. E’ stato ampiamente dimostrato che p38 e’ infatti la MAPK 
principale nell’attivazione di risposte cellulari allo stress, infiammazione ed altri segnali 
(Han et al., 1994; Rouse et al., 1994). Un forte legame è stato stabilito tra p38 e 
l’infiammazione; infatti alcune malattie di origine e progressione infiammatoria e.g. artrite 
reumatoide, malattia di Alzheimer, ecc. sono state correlate con una modulazione della 
fosforilazione di p38 (Johnoson e Bailey, 2003; Hollenbach et al., 2004, Perregaux et a., 
1995). La regolazione nello stato di fosforilazione di ERK1/2, Akt e p38 è stata analizzata 
tramite Western blot. ERK1/2 non mostra cambiamenti statisticamente significativi nella 
riduzione della modulazione indotta da H2O2, mentre per Akt (Fig. 18) e p38 (Fig. 19) 
l’effetto di riduzione e’ stato significativo. Questi risultati, sia per Akt che p38, indicano 
chiaramente che l’incubazione con EGT è capace di interferire con l’H2O2 attivando 
processi intracellulari. L’osservazione che per Akt la riduzione sia avvenuta solo alla più alta 
concentrazione di perossido di idrogeno (P<0,01) è probabilmente dovuta al fatto che a 
questa concentrazione i percorsi intracellulari attivano processi necrotici. Al contrario la 
defosforilazione di p38 indotta da EGT (P<0,01) risulta evidente anche alla concentrazione 
di 250 µM  di H2O2, dove verosimilmente i percorsi intracellulari attivati sono 
preferenzialmente di origine apoptotica.
 Analizzando l’effetto protettivo del secondo antiossidante scelto per questo studio, 
l’estratto fermentato di papaia (FPP), i risultati hanno mostrato che tale sostanza e’ in grado 
di recuperare la morte cellulare indotta da H2O2 (250 e 500 µM), ma l’effetto e’ risultato 
statisticamente significativo solo alla concentrazione più’ bassa (Fig. 11). Anche la 
morfologia cellulare ha subito un evidente modulazione, anche se parziale, con trattamento 
di FPP se comparato alle cellule trattate con il controllo positivo (Fig. 12, 13). Questo 
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parziale recupero suggerisce il coinvolgimento di meccanismi intracellulari con 
l’attivazione e la regolazione di specifiche MAPKs. Analizzando l’effetto del pre-
trattamento con FPP su alcune MAPKs i risultati ottenuti sono i seguenti: ERK1/2 e p38 non 
hanno subito nessun effetto mediato dall’FPP (dati non mostrati). Per quel che riguarda 
l’effetto su Akt invece l’FPP (Fig.20), alla concentrazione di 50 µg/ml e’ stata in grado di 
modulare in modo positivo l’effetto indotto dal 500 µM di H2O2. in modo statisticamente 
significativo (P<0.001) (Fig. 20).
Visti i risultati ottenuti sul modello cellulare PC12 e per meglio verificare gli effetti 
protettivi/antiossidanti dell’EGT, abbiamo deciso di osservare il comportamento di questa 
sostanza in vitro nei confronti di un altro induttore di danno ossidativo, l’acido palmitico 
(PA), nel modello cellulare di muscolo scheletrico murino C2C12, quale modello di 
insulino-resistenza. L’insulino resistenza nelle cellule muscolari scheletriche e’ infatti una 
delle pricipali caratteristiche patofisiologiche del diabete mellito di tipo 2 (T2DM) (De 
Fronzo RA, 1991). I meccanismi molecolari responsabili della ridotta sensitività’ del 
muscolo all’insulina non sono ancora del tutto chiariti, ma quello che e’ noto e’ la forte 
correlazione tra insulino-resistenza e elevato livello plasmatico di acidi grassi (FFA), 
nonché’ le molte evidenze del legame tra infiammazione e T2D. L’incremento di FFA e’ 
fattore predisponente per l’accumulo di lipidi a livello intramiocellulare e questo evento e’ 
stato considerato quale fattore chiave nella patogenesi e nella progressione dell’insulino 
resistenza e alla morte delle β-cellule del pancreas (Mc Garry, 2002; Azevedo-Martins, 
2006). L’ossidazione degli acidi grassi e’ stata per la prima volta dimostrata in muscoli 
scheletrici e cardiaci isolati, inibendo in questo modo l’utilizzazione del glucosio (Randle et 
al., 1963). Un aumentata ossidazione di acidi grassi può’ risultare anche in un aumentato 
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rapporto mitocondriale di NADH/NAD+, riducendo l'attività’ deidrogenasica del piruvato e 
l’ossidazione del glucosio. In conclusione il metabolismo degli FFA può’ anche produrre 
incremento di ROS. Infatti e’ stato riportato che il glucosio e gli FFA attivano la formazione 
di ROS nei muscoli, negli adipociti, nelle cellule b del pancreas e in altri tipi cellulari 
(Talior et al. 2003; Brownlee, 2005; Haber et al. 2006). Anche in questo modello l’EGT ha 
evidenziato capacita’ protettive verso l’attivazione di fenomeni di citotossicita’ indotta da 
PA (Fig. 23), e anche quale modulatore delle protein-chinasi intracellulari e più’ 
specificatamente quale inibitore, anche nelle C2C12, di p38. Tra i fattori chiave la citochina 
pro-infiammatoria IL-6 rappresenta una molecola di fondamentale importanza (Ker PA, 
2001; Pradhan AD, 2001). Infatti recenti studi hanno suggerito che l’IL-6 disaccoppi la 
sensitivita’ dell’insulina e la regolazione del glucosio a livello degli adipociti (Lagathu C, 
2003; Rotter V, 2003) e degli epatociti (Senn JJ, 2002; Klover PJ, 2003; Senn JJ, 2002). In 
questo studio, come già’ accennato precedentemente, abbiamo deciso di utilizzare le C2C12, 
nella loro forma ridotta, vista la capacita’ di questo modello cellulare di sviluppare 
caratteristiche biochimiche e morfologiche tipiche delle cellule del muscolo scheletrico e 
visto il fatto e’ stato provato essere un modello ideale per lo studio del metabolismo del 
muscolo scheletrico (Gauthier Rouviere, 1996). L’esposizione del nostro modello 
all’effettore di danno ossidativo, l’acido palmitico (PA) (Fig. 21), ha portato ad un 
incremento nell’espressione e nella secrezione di IL-6, portando un’evidenza diretta, ben 
documentata nella letteratura scientifica, che la secrezione di questa citochina e’ un evento 
determinante per gli effetti indotti in vivo dagli acidi grassi saturi, come il palmitato, 
sull’insulino resistenza e le sue complicanze (Bastard, 2000 e 2002). Ulteriore importante 
evidenza del fatto che abbiamo riscontrato una modulazione dell’IL-6 (Fig. 24, 25) e’ in 
linea con i dati che abbiamo ottenuto analizzando in parallelo la modulazione della MAPK 
JNK (Fig. 23) che e’ una protien-chinasi chiave nel pathway molecolare dell’IL-6. Anche se 
103
il meccanismo molecolare di infiammazione coinvolto nell’eziopatogenesi del diabete di 
Tipo 2 non e’ stato ancora perfettamente elucidato, molti lavori suggeriscono che non solo 
gli effetti delle citochine, ma anche la produzione di ROS, modulata attraverso cascate 
intracellulari specifiche, che coinvolgono NFkB, IKK, Activating Protein-1 (AP-1) e JNK, 
sono fattori chiave per la progressione della patologia (Bastard JP, 2006); ed avendo presenti 
questi due fattori chiave nella progressione dei disordini degenerativi, abbiamo deciso di 
verificare, se l’EGT, oltre alle note capacita’ protettive/antiossidanti (Colognato et al., 2006; 
Jacob C, 2006), avesse anche le potenzialità’ di agire da molecola anti-infiammatoria in 
risposta ad un “dieta ricca di grassi” che nel nostro caso e’ stata mimata dal trattamento con 
acido plamitico (PA) e evidenziare, almeno in questo modello ed in una situazione in vitro, 
se la strategia preventiva con antiossidanti possa essere di beneficio per una patologia a 
carattere degenerativo come il diabete di tipo 2 (Guerrero-Romero F, 2005). Le osservazioni 
fatte analizzando la capacita’ da parte dell’EGT di modulare l’effetto pro-infiammatorio del 
PA sull’IL-6, hanno dimostrato che, attraverso la de/fosfolorilazione delle MAPKs scelte 
(Fig. 22, 23), l’effetto di modulazione dell’IL-6 ha statisticamente indicato che l’EGT 
inibisce l’attivazione trascrizionale e di conseguenza traduzionale di tale citochina, agendo 
da molecola anti-infiammatoria (Fig. 24, 25) grazie alla sua azione di inibitore di p38.
Indipendentemente dal popolare interesse che a livello clinico gli inibitori sintetici di p38 
hanno ricevuto nei passati anni (Crack e Taylor, 2005; Noble et al., 2004; Boldt e Kolch, 
2004; Morel e Berenbaum, 2004; Barnes, 2003; Liao e Hung, 2004), è chiaro che l’EGT 
derivata dalla dieta rappresenta una molecola con uniche proprietà biologiche; può risultare 
un potenziale agente profilattico modulando un’ampia gamma di disordini indotti da stress 
ossidativo. Concordante con i dati di Deiana et al. (Deiana et al., 2004), i nostri dati 
sostengono la necessità di trovare piante commestibili (inclusi i funghi) ricche in EGT come 
nuove opportunità nutraceutiche per il trattamento di patologie indotte da stress ossidativo. 
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Inoltre considerato che i dati del nostro studio insieme con i riferimenti di letteratura 
sostengono il fatto che l’EGT può chiaramente agire come agente protettivo contro lo stress 
ossidativo, se ne suggerisce l’utilizzazione come supplemento della dieta in condizioni pre-
cliniche dove gli effetti degenerativi delle ROS possono essere ridotti.
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9.0 CONCLUSIONI
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Anche se una gran quantità’ di letteratura e’ stata pubblicata in riferimento alla relazione tra 
il danno ossidativo e le patologie degenerative, incluse l’insulino-resistenza ed il diabete, ad 
oggi i meccanismi molecolari con cui il tale danno e’ in grado di agire da causa per queste 
condizioni patologiche non sono del tutto chiariti. In diversi tessuti l’iperglicemia e 
l’incremento di acidi grassi induce la generazione, e ove già’ presenti, un aumento 
significativo di specie reattive dell’ossigeno. Se l’assenza di un’appropriata risposta 
compensatoria da parte delle difese antiossidanti endogene, il sistema si sbilancia, tale 
condizione non-fisiologica si amplifica, trasmettendo il segnale alle cascate intracellulari 
“stress-sensitive”, quali quelle attivate da: NF-kB, p38 MAPK, JNK/SAPK, PKC, AGE/
RAGE, sorbitolo, e altre inducendo progressione nella patologia. In più’ l’attivazione di 
questi meccanismi e di meccanismi simili sembrano mediare l’insulino-resistenza e la 
secrezione di questo ormone in situazione patologiche. Alla luce di queste considerazioni 
sembra evidente che esistono delle basi biochimiche comuni che coinvolgono il danno 
ossidativo e’ l’attivazione di cascate molecolari sensibili allo stress. Così’, l’utilizzo di 
antiossidanti esogeni, di origine non vitaminica, può’ essere una strategia importante nel 
prevenire tale attivazione e di conseguenza lo sbilanciamento redox. Ed e’ proprio 
considerando questo scenario che la scoperta, l’analisi e l’approfondimento delle 
conoscenze relative ad antiossidanti di origine naturale, come nel nostro caso per 
l’Ergotioneina o l’estratto fermentato di papaia, può’ avere sviluppi interessanti per nuovi 
approcci farmacologici.
In più’, lo sforzo scientifico nell’individuare i meccanismi molecolari coinvolti nell’azione 
degli antiossidanti contro il danno ossidativo, potrà’ portare alla scoperta di bersagli 
farmacologici per nuove terapie, in modo da prevenire, inibire e/o rallentare la patogenesi o 
la progressione delle patologie indotte da danno ossidativo.
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